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1 Origine e storia del biochar 
 
I primi esploratori del Nuovo Mondo si impressionarono nel vedere le enormi foreste 
amazzoniche pullulanti di vegetazione. Nei secoli successivi si è tentato di dare una 
spiegazione circa la grande fertilità di questi suoli. Dagli studi effettuati è emerso che 
in alcuni punti, il suolo della foresta è caratterizzato da suoli di origine antropica, 
chiamati “Terra Preta do Indio”, o terra nera degli indios, per lo più creati dalle 
popolazioni pre-Colombiane in migliaia, di anni. Nel corso del tempo, i coltivatori 
dell’Amazzonia hanno sfruttato questi terreni grazie alla loro elevata produttività 
lavorandoli per anni senza l’apporto di alcuna fertilizzazione. Tale fertilità di lunga 
durata è un'anomalia nei tropici. Nonostante la crescita esuberante delle foreste 
pluviali, le loro terre rosse e gialle sono notoriamente povere: alterate, molto acide, 
povere di materia organica e di nutrienti essenziali. In questi Oxisuoli, il carbonio e i 
fitonutrienti non sono immagazzinati nel terreno, come nelle regioni temperate, ma 
nella vegetazione che lo ricopre. Quando la vegetazione viene meno a causa del 
disboscamento, gli agenti atmosferici, in particolare il sole intenso e la pioggia, 
decompongono rapidamente la materia organica residua nel terreno, rendendo il 
suolo quasi incapace di sostenere la vita - una ragione per cui gli ecologisti spesso 
fanno riferimento alla foresta tropicale come ad un "deserto bagnato”. 
Nella foresta Amazzonica si distinguono principalmente due terre di origine 
antropologica: la terra nera (Terra Preta) e la Terra mulatta che è più soffice e di 
colore più chiaro, tendente al marrone. Il carbone della Terra Preta proviene dai 
fuochi accesi nei villaggi indios per la cottura dei cibi e dall’eliminazione dei rifiuti 
tramite la loro combustione. Nella terra mulatta probabilmente questo deriva dalla 
combustione di residui organici sul terreno per poter poi essere coltivato (erbacce, 
residui di raccolto, paglia, rami di bosco adiacente, ecc.). La loro fertilità è dovuta 
probabilmente all’alto contenuto di carbonio e ad un’attività microbica autoctona 
molto elevata che permette a queste terre di mantenere autonomamente le loro 
proprietà a livello costante e durature nel tempo. 
In realtà i residui carboniosi da combustione incompleta di biomasse combustibili 
fossili (black carbon) sono ubiquitari nei suoli e nei sedimenti, a causa di incendi di 
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origine naturale e da fonti antropiche, che producono dall´1% al 5% di Carbonio 
pirogenetico.  
Il carbon black si forma grazie ad una tecnica che prevede una lenta combustione a 
bassa intensità, chiamata "taglia e carbonifica", che determina una pirolisi 
incompleta, in grado di produrre una quantità elevata di carbone che può persistere 
nel terreno anche per migliaia di anni. Questa tecnica è diversa rispetto a quella 
attualmente utilizzata dalle popolazioni indigene, che tagliano e bruciano 
completamente la vegetazione consentendo un uso limitato del terreno (4-5 anni), per 
poi dover spostarsi in zone attigue ancora da disboscare, provocando la 
desertificazione della foresta. La sostanziale differenza tra le antiche popolazioni e le 
attuali, si basa soprattutto sulle tecnologie impiegate nell’abbattimento degli alberi, 
in quanto gli antichi possedevano delle strumentazioni rudimentali, che impedivano 
loro di potersi espandere notevolmente. Da questo ne consegue che gli indios 
dovevano stare a contatto con la stesso appezzamento per tempi molto più lunghi di 
quanto non facciano ora gli attuali Amazzoni. 
Non è al momento del tutto chiaro quali tipi di fenomeni biologici siano responsabili 
dell’aumento in materia organica osservato nel suolo. Questi suoli antropici sono 
persistiti nel corso dei secoli, nonostante le prevalenti condizioni di umidità tropicali 
e i tassi di mineralizzazione molto elevati. Essi sono molto apprezzati dagli 
agricoltori per la loro durevole fertilità e per il loro potenziale produttivo. Nonostante 
l'elevata capacità di scambio cationico osservata e la disponibilità di nutrienti dei 
suoli antropici (Kern e Kämpf, 1989; Kern et al., 1999; Smith, 1980; Sombroek, 
1966) nessuna ricerca è stata condotta per quantificare l'assorbimento dei nutrienti 
delle colture, il potenziale di produzione o il movimento dei nutrienti in questi suoli. 
Resta da chiedersi anche come questi suoli possano mantenere la loro fertilità per 
così lunghi periodi di tempo. L’applicazione di materia organica è un modo 
sostenibile per fertilizzare il terreno e renderli simili ai suoli antropici preistorici. In 
sostituzione al compost è possibile utilizzare il carbon black.  
Nei terreni di origine antropica, descritti dai diversi studiosi, è stata riscontrata una 
grande quantità di C pirogenico (Glaser et al., 2001) e il carbone presente potrebbe 
essere stato uno degli ammendanti utilizzati dalle popolazioni amerindie. 
 
  
7 
 
1.1 Biochar 
 
Il biochar è un prodotto ricco in C utilizzato specificatamente per essere applicato al 
suolo, ha una grana fine e porosa, simile nel suo aspetto al carbone prodotto dalla 
combustione naturale delle biomasse vegetali. Si ottiene dalla lenta combustione 
della biomassa, come legno, letame o foglie, all’interno di apparecchiature chiuse 
con presenza di poca o nulla aria. Ad oggi le normative non prevedono una 
differenziazione tra carbone vegetale e biochar. 
Come detto in precedenza, il biochar è prodotto dalla decomposizione termica di 
materiale organico sotto apporto limitato di ossigeno (O2) e a temperature 
relativamente basse (<700°C). 
In passato il termine biochar era associato ad un particolare tipo di produzione, 
conosciuta come “pirolisi lenta”. I processi industriali di pirolisi si basano sui soliti 
concetti della produzione del carbone vegetale che viene prodotto tradizionalmente 
nelle carbonaie, cumuli di legna coperti da terra per isolare il legname dall'aria e 
permetterne la trasformazione in condizioni di carenza di ossigeno. Difatti la pirolisi 
si attua tramite la decomposizione termochimica di materiali organici. Questa viene 
ottenuta mediante l’applicazione di calore in assenza di agenti ossidanti con la 
presenza di reazioni radicaliche di “cracking”, a temperature di 400-800°, che 
causano la scissione dei legami delle molecole di partenza.  
 
 
Figura 1- Allestimento carbonaia. 
 
Il loro riassemblamento successivo origina, in quantità variabili a seconda delle 
condizioni di reazione e della durata del trattamento, un residuo carbonioso solido 
  
8 
 
(char), un liquido nero viscoso (tar) e una miscela gassosa composta sostanzialmente 
da CO e H2 (syngas). Il processo è sia endotermico che esotermico. Ciò sottolinea il 
fatto che dopo l'apporto di calore iniziale, esso si autosostiene, e porta alla 
formazione di quantità minime di anidride carbonica. 
Quindi, in questo tipo di pirolisi, l'ossigeno è assente, le velocità di riscaldamento 
sono relativamente lente e con picchi di temperatura relativamente bassi. 
Attualmente il termine biochar è stato esteso anche ai prodotti di pirolisi rapida a T 
elevate. 
È importante notare che vi è una grande varietà di prodotti char che vengono 
fabbricati industrialmente. Per le applicazioni come il carbone attivo, il char può 
essere prodotto ad alta temperatura, per lunghi tempi di riscaldamento e con una 
alimentazione controllata di ossigeno. In contrasto, le tecniche di base per la 
fabbricazione del carbone (come i forni di argilla), tendono a funzionare ad una 
temperatura inferiore e la reazione non procede in condizioni strettamente 
controllate. La produzione di carbone tradizionale dovrebbe essere più accuratamente 
denominata con il nome di 'carbonizzazione', che comporta il soffocamento della 
biomassa con del terreno prima dell’accensione o la combustione della biomassa 
bagnata. L’essiccazione e la tostatura della biomassa anche a temperature inferiori 
sono note invece come “torrefazione” (Arias et al., 2008). Del materiale carbonizzato 
viene formato anche durante la “gassificazione” della biomassa, che implica la 
conversione termica a temperatura elevata (800°C) e in presenza parziale di 
Ossigeno, delle molecole costituenti la biomassa carbonificata. Questo processo è 
ideato per massimizzare la produzione di gas di sintesi ('syngas'). I materiali solidi 
prodotti dalla gassificazione e dalla torrefazione differiscono dal biochar per le 
proprietà fisico-chimiche, come le dimensioni delle particelle, dei pori e il potere 
calorifico (Prins et al., 2006). Inoltre hanno applicazioni industriali, per la sintesi di 
prodotti chimici (metanolo, ammoniaca, urea), ed agricole. 
Sebbene i risultati attuali suggeriscano che il tipo di materia prima utilizzata per la 
pirolisi è la caratteristica più importante per la produzione del biochar come 
ammendante per il suolo, c'è molto disaccordo su quale sia la materia prima ottimale 
per la produzione di energia. 
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Ciò è dovuto principalmente al fatto che sono presenti pochi impianti per la 
produzione di biochar e che quelli esistenti sono dedicati per lo più alla pirolisi di 
piccole qualità di sostanza organica, dando così poco incentivo per analizzare questo 
parametro. Tuttavia, alcuni impianti di pirolisi hanno condotto esperimenti con una 
più ampia gamma di materie prime (Day et al., 2005;. Das et al., 2008; Gaunt et al., 
2008). 
Come messo in evidenza da Gundale e DeLuca (2006), Harris et al. (2007a, 2007b) 
e da Gaskin et al. (2007), la temperatura di pirolisi e il tipo di materiale usato 
determinano la formazione di bio-char con caratteristiche diverse. Nell’ambito 
agronomico le proprietà che differiscono maggiormente sono: la concentrazione di 
nutrienti, la capacità di scambio cationico (CSC) ed il pH. Il biochar, infatti, può 
essere ottenuto a partire da numerosi tipi di residui vegetali tra cui stocchi di mais, 
gusci di noce o di arachide, pula di riso, scarti di potatura e di lavorazione del legno, 
ma anche da biomasse appositamente coltivate per essere carbonificate. La pirolisi di 
rifiuti urbani, non è applicabile per la produzione di bio-char a causa della presenza 
di metalli pesanti che andrebbero ad inquinare il suolo, ma è possibile utilizzare la 
frazione organica proveniente dalla raccolta differenziata, in alternativa al 
compostaggio. Attualmente le materie prime più utilizzate su scala commerciale o in 
strutture di ricerca sono: il cippato e il pellet di legno, la corteccia, i residui colturali 
(quali paglia, gusci di noci e pula di riso), gli stocchi di panìco, la paglia dei cereali, i 
rifiuti organici, tra cui cereali distillati, feccia di canna da zucchero e i rifiuti 
dell’industria olearia (Yaman, 2004), le lettiere dei polli (Das et al., 2008), gli scarti 
lattiero-caseari, i fanghi di depurazione (Shinogi et al., 2002) e fanghi dell’industria 
cartaria. 
I residui vegetali sono costituiti principalmente da cellulosa, emicellulosa e lignina 
che vanno a formare la componente organica, più composti inorganici quali N, P e K 
e piccole quantità di S, Cl, Si, metalli alcalino terrosi, metalli di transizione e tracce 
di vari altri elementi. Tutti questi composti si ritrovano in concentrazioni variabili a 
seconda della specie di pianta presa in esame. I prodotti di pirolisi della emicellulosa 
includono gas non condensabili (principalmente CO, CO2, H2 e CH4), composti 
organici con peso molecolare basso (acidi carbossilici, aldeidi, alcani, eteri) e un po’ 
di H2O (Rutherford et al., 2004). I prodotti agli equilibri chimici della pirolisi della 
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cellulosa sono per lo più C solido (biochar), CO2 e H2O e piccole quantità di CO e 
CH4 (Antal e Grønli, 2003). La pirolisi della lignina produce gas non condensabili, 
vapori condensabili, aerosol liquido e biochar (Mohan et al., 2006). I gas non 
condensabili rappresentano circa il 10% in peso della lignina da cui hanno origine e 
consistono in CO, CH4 e etano (C2H4). I vapori condensabili e gli aerosol liquidi sono 
riconducibili invece all’acido pirolegnoso e a tar insolubili. L’acido pirolegnoso è 
una fase acquosa di metanolo, acido acetico, acetone e tar solubile. Il tar insolubile 
contiene composti fenolici omologhi che derivano dalla scissione dell’etere e di 
legami C-C. La lignina è molto difficile da reidratare rispetto alla cellulosa e alla 
emicellulosa e produce molto biochar residuo. Per comparare temperature e tempi, il 
peso perduto dalla lignina è in genere meno della metà di quello della cellulosa. Per 
gli argomenti di prima trattati, l’efficienza della carbonizzazione dovrebbe essere una 
funzione sia della composizione della biomassa sia della condizione sotto la quale il 
biochar è prodotto. Sebbene il rendimento del biochar possa essere calcolato con 
l’equazione vista precedentemente, essa non da l’esatta misura della quantità di C 
prodotto dalla biomassa poiché non tiene conto delle ceneri contenute nella materia 
prima di partenza e prodotte nel biochar. Quindi la formula per calcolare il 
rendimento del carbonio fissato è: 
 
η fc = [(m char x C fc / m bio x (1-ba)] / 100 
dove: 
C fc è il C fissato contenuto nel biochar 
ba sono le ceneri contenute nella biomassa secca 
 
Sebbene spesso si ritenga che il biochar sia il risultato delle reazioni che avvengono 
sulla fase solida nelle quali si ha la devolatilizzazione della biomassa che lascia 
dietro un residuo carbonioso (biochar primario), nei fatti, il biochar è realizzato 
anche dalla decomposizione dei vapori organici (tar) che vanno a formare il coke 
(biochar secondario). Questo biochar secondario è chimicamente reattivo come il 
biochar primario nonostante la differenza nella sua formazione (Chan et al., 1997a). 
E’ probabile che la decomposizione di questi vapori sia catalizzata dal biochar 
primario (Radovic e Sudhakar, 1997). È stato accertato che la fuga di vapori pirolitici 
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impedisce il raggiungimento dell’equilibrio termodinamico dei reagenti, i quali 
favoriscono un’alta resa in biochar. Suuberg et al. (1996), infatti, sono stati in grado 
di variare la resa in biochar della pirolisi della cellulosa semplicemente controllando 
lo sfiato dei vapori durante la combustione. 
La porosità è una proprietà importante del biochar. Sebbene la struttura vascolare del 
materiale vegetale contribuisca notevolmente a tale parametro, la porosità effettiva è 
data dai nanopori formatisi durante il processo di riscaldamento. La formazione dei 
pori è legata alla temperatura, alla velocità e al tempo di riscaldamento. Sotto 
condizioni di lenta pirolisi, Rutherford et al. (2004) hanno osservato che il C alifatico 
della biomassa pirolizzata debba essere prima convertito in anelli aromatici di C 
legati insieme affinché si sviluppi la porosità. Per la cellulosa, questa trasformazione 
del C alifatico non avviene al di sotto dei 250°C. Per la lignina, invece, che già 
contiene quantità significative di C aromatico, la temperatura per la conversione 
suddetta è di 300°C. Così sembrerebbe che i forti legami delle strutture ad anello di 
C aromatico creino una matrice idonea per la formazione dei micropori. 
I carboni porosi possono essere divisi in: carboni grafitizzabili e carboni non 
grafitizzabili (Byrne e Marsh, 1995). In entrambi i casi, gli atomi di C sono 
organizzati in anelli esagonali legati ed impilati come piccoli cristalliti. Tuttavia, in 
seguito al riscaldamento ad alte temperature, i cristalliti del C grafitizzabile si ri-
orientano in lamine parallele di atomi di C, i quali distruggono la porosità del 
materiale. Nei carboni non grafitizzabili, i cristalliti sono orientati casualmente e 
fortemente reticolati l’uno all’altro, questi resistono, quindi, al ri-orientamento a 
seguito del riscaldamento e preservano in questo modo la porosità. Il carbone deriva 
dalla pirolisi della biomassa non grafitizzabile e si pensa che questo sia associato 
all’alto contenuto in ossigeno del materiale di partenza (Franklin, 1951). 
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1.2 Produzione del biochar 
 
I moderni sistemi industriali bioenergetici, che coinvolgono la pirolisi e la 
gassificazione, si basano sul riscaldamento di una quantità di biomassa in condizioni 
controllate per la produzione di gas combustibile di sintesi ('syngas') ed olio ('bio-
olio') che poi possono essere bruciati per produrre calore, energia o entrambi 
simultaneamente. Il Biochar è il terzo prodotto dato dalla pirolisi del combustibile. 
Il bilancio dell’energia rilasciata e la formazione di biochar può essere ottimizzato. 
Effettivamente, è un processo di “combustione” che può essere abbreviato una volta 
raggiunto il rapporto desiderato di questi prodotti. Tale rapporto può essere regolato 
e riottimizzato per soddisfare gli obiettivi preposti. Considerando che la semplice 
combustione di materia prima può massimizzare la produzione di energia per unità di 
massa bruciata, la combustione di syngas da pirolisi dà – in un processo ottimizzato 
per la produzione di Biochar - una resa energetica molto maggiore per unità di 
rilascio di carbonio. 
La pirolisi ha una richiesta di energia iniziale, come anche la combustione diretta, 
dove viene utilizzata una certa quantità di calore che serve per avviare la 
combustione della nuova materia prima. Il potenziale vantaggio della produzione di 
bioenergie derivate dalla pirolisi rispetto alle altre strategie bioenergetiche, in termini 
di emissioni di gas serra, si traduce in una maggiore ritenzione del carbonio nella 
materia organica di partenza fino al 50% sotto forma di biochar stabile ed inoltre nel 
risparmio indiretto che può derivare dall'uso del biochar in agricoltura, in particolare 
come ammendante e fertilizzante del suolo (Gaunt et al., 2008). 
La pirolisi delle biomasse e la loro gassificazione sono tecnologie ben consolidate 
per la produzione di biocarburanti e di gas di sintesi. Tuttavia, lo sfruttamento 
commerciale del biochar come ammendante del suolo è ancora all’inizio. Il 
Giappone, che ha il più grande mercato di questi prodotti, commercializza ogni anno 
circa 15000 t di biochar per l’agricoltura (Okimori et al., 2003). Più spesso i prodotti 
come il biochar sono gassificati per l'estrazione di energia residua, o utilizzati per la 
realizzazione di prodotti ad alto valore commerciale come il carbone attivo 
(Demirbas et al., 2006b). 
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I processi di pirolisi influiscono notevolmente sulle qualità del biochar e sul suo 
potenziale valore per l'agricoltura in termini di prestazioni agronomiche e per il 
sequestro di carbonio. Il processo e i suoi parametri, come la temperatura e il tempo 
di permanenza nel forno, sono particolarmente importanti come anche il tipo materia 
prima utilizzata. Questo insieme di variabili sono gli elementi principali che 
influenzano le proprietà chimiche, biologiche e fisiche che limitano il potenziale uso 
del biochar. 
Ciascuna categoria dei processi di pirolisi è caratterizzata da un suo equilibrio 
contrastante tra il biochar, il bio-olio e i gas di sintesi. Queste differenze indicano che 
la combustione può essere ottimizzata per migliorare la produzione preposta; tuttavia 
è fondamentale, nell’ambito agronomico, che sia massimizzata la produzione di 
biochar dalla relativa massa di materia prima iniziale (Demirbas, 2006). Tutto ciò è a 
scapito della quantità di energia che si può ricavare dalle forme liquida e gassosa dei 
prodotti di pirolisi. 
Le tecnologie tradizionali di produzione del biochar sono sia inefficacemente 
energetiche sia altamente inquinanti. Un’analisi dei processi fisici e chimici associati 
alle pirolisi e alla carbonificazione del legno, suggerisce che migliorie significative 
possono essere realizzate per entrambi questi aspetti. Potrebbe anche essere possibile 
controllare le proprietà del biochar per future applicazioni agronomiche e di 
sequestro del C dall’ambiente. Infine, un utilizzo migliore dei coprodotti potrebbe 
migliorare i prospetti economici delle produzioni di biochar. 
Alcuni obbiettivi specifici per una avanzata produzione di biochar sono: 
 Un’alimentazione continua delle sostanze pirolitiche per migliorare l’efficienza 
energetica e per ridurre le emissioni di inquinanti legate ai forni che lavorano per 
stock di biomassa; 
 Progettare operazioni esotermiche senza infiltrazioni d’aria per migliorare 
l’efficienza energetica e il rendimento in biochar; 
 Recuperare i coprodotti per ridurre l’emissioni di inquinanti e aumentare lo 
sviluppo economico; 
 Controllare le condizioni di processo per migliorare le proprietà del biochar e dei 
suoi coprodotti; 
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 Flessibilità nella scelta delle materie prime, per poter utilizzare sia quelle legnose 
sia quelle erbacee (come i residui colturali o colture specifiche) da essere convertite 
in biochar. 
Alcune promettenti tecnologie per aiutare a raggiungere questi obbiettivi sono: il 
pirolizzatore a tamburo, i forni roteanti, i pirolizzatori a vite, i gassificatori, i reattori 
a processione idrotermica HTP, le stufe a gas alimentate da legno, come anche la 
pirolisi lenta, la pirolisi veloce, la pirolisi intermedia e la carbonizzazione. 
 
Pirolizzatore a tamburo 
I pirolizzatori a tamburo muovono la biomassa attraverso un involucro cilindrico 
orizzontale, scaldato esternamente dall’azione di pale. L’aria non è intenzionalmente 
immessa all’interno del tamburo, benché un po’ di questa entri nei vuoti che si 
formano tra le particelle della biomassa appena inserita. 
Il processo è caratterizzato da una pirolisi lenta, della durata di alcuni minuti; una 
certa quantità di gas prodotto viene utilizzata per la combustione al di sotto del 
tamburo così da riscaldare la biomassa alle temperature di pirolisi. Le biomasse 
vengono disidratate prima di entrare nel pirolizzatore a tamburo per assicurare la 
produzione di biochar e di gas qualitativamente migliori. 
 
Forno roteante 
I forni roteanti dovrebbero essere idonei come pirolizzatori continui (Bayer e 
Kutubuddin,1988). Sono simili ai pirolizzatori a tamburo nell’impiego di un 
involucro cilindrico riscaldato esternamente eccetto il fatto di essere inclinato e per il 
fatto che è roteante. Ciò permette lo spostamento della biomassa per gravità, inoltre il 
tempo di permanenza varia dai 5 ai 30 minuti. Il vantaggio rispetto ai pirolizzatori a 
tamburo è l’assenza di parti semoventi all’interno.  
 
Pirolizzatore a vite 
I pirolizzatori a vite smuovono la biomassa attraverso un reattore tubolare tramite la 
roteazione di una vite senza fine. Alcuni pirolizzatori a vite sono scaldati 
esternamente mentre altri utilizzano un termovettore, come la sabbia, per scaldare la 
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biomassa trasportata attraverso il tubo. Il pirolizzatore a vite risulta idoneo per 
operare su piccola scala. 
 
Gassificatori 
La gassificazione è un processo mediante il quale il materiale carbonioso (carbone e 
petrolio nonché biomassa) viene sostanzialmente convertito in un flusso di syngas, in 
una reazione ad alta temperatura e in ambiente con ossigeno controllato, spesso con 
elevate pressioni (Bridgewater, 2006). La miscela di gas è la chiave per l'emissione 
di energia ed il processo di gassificazione è utile per lo smaltimento pulito dei rifiuti 
(Bapat et al., 1998). Negli impianti di pirolisi lenta, la gassificazione viene spesso 
utilizzata per generare dei gas di sintesi, unitamente al biochar, a partire dai così detti 
“rifiuti”. 
Il gassificatore sembrerebbe avere poche possibilità per la produzione di biochar in 
quanto concepito, come accennato prima, per produrre sostanze gassose (per lo più 
CO, CO2, H2 e N2) a spese della produzione di olio e di biochar (McKendry, 2002).  
Per definizione, la pirolisi avviene in completa assenza di O2, per questo richiede una 
fonte esterna di calore per raggiungere le temperature ottimali. In contrasto, la 
gassificazione ammette la presenza di O2 (nell’aria) per bruciare parte della biomassa 
e fornire il calore necessario per guidare i processi e produrre di vapori condensabili, 
gas infiammabili e biochar.  
I moderni gassificatori offrono prospettive per una produzione avanzata di biochar 
con possibili vantaggi nel controllo dei processi e nella riduzione di inquinanti 
emessi. Il Syngas può essere utilizzato per la generazione di energia elettrica tramite 
la sua immissione in turbine a gas o a vapore (o entrambi), utilizzato per la 
produzione di prodotti chimici e di fertilizzanti, o ulteriormente pulito per utilizzarlo 
come combustibile liquido. 
Poiché la conversione della materia prima in syngas è spesso l'obiettivo principale, il 
processo è massimizzato per la produzione di gas e quindi la resa in biochar tende ad 
essere molto bassa. Per di più, questo comporta anche il rischio di un aumento dei 
livelli di metalli pesanti che possono essere concentrati nel biochar, con potenziali 
implicazioni negative sulla sicurezza ambientale del suolo a cui si vuole applicare 
(Fernandes et al., 2003a). Anche se il biochar da gassificazione ha un alto potere 
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calorifico (Demirbas, 2006; Demirbas et al., 2006a), di solito è più conveniente 
trasformalo in carbone attivo. 
Caratteristica importante è il fatto che può far da vettore ai nutrienti rilasciati da un 
fertilizzante apportato al suolo, con una velocità di rilascio lenta e perpetua per un 
certo periodo di tempo (Ueno, 2007). 
In tutto il mondo, la gassificazione è stata utilizzata nell'industria per più di 50 anni, 
soprattutto nella raffinazione, nella produzione di fertilizzanti e nell'industria 
chimica. Inoltre, per più di 35 anni è stata utilizzata nel settore elettrico. Attualmente 
esistono più di 140 impianti di gassificazione in funzione, e si prevede l'aumento del 
70% entro il 2015, con l'80% di questa crescita nella sola Asia (Anon, 2008). La 
maggior parte degli impianti di gassificazione producono delle sostanze chimiche, in 
particolare metanolo,ammoniaca e urea, utilizzando carbone o rifiuti come materie 
prime.  
 
Reattori a processione idrotermica HTP  
Il processo idrotermico HTP descrive il trattamento termico di biomassa umida per 
produrre principalmente carboidrati, liquidi idrocarburici e prodotti gassosi, con il 
biochar come coprodotto (Allen et al., 1996). Con l’aumento della temperatura di 
reazione, sono richieste elevate pressioni per prevenire l’ebollizione dell’acqua nella 
biomassa umida.  
Sebbene non esistano studi specifici circa il rendimento del biochar, le 
considerazioni sull’equilibrio chimico indicano che il rendimento in biochar decresce 
con l’aumento della temperatura.  
 
Stufe a gas alimentate con legno 
Le stufe a gas sono state progettate per un’efficiente attività di cottura dei cibi a 
livello domestico, con legna (Kammen, 1996). Sono essenzialmente dei gassificatori 
che operano per lotti, un monoblocco in cui si ha la combustione dei gas volatili per 
la fornitura di calore per la cottura. La carbonella che rimane alla fine del processo 
può essere bruciato in stufe per la fornitura di gas supplementare, ma può essere 
anche recuperato come biochar con rendimenti dal 20% al 25% in peso (La Fontaine 
e Reed,1993). Sebbene le quantità prodotte per stock di biomassa siano solo di 150 g. 
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circa, un giornaliero utilizzo di centinaia di migliaia di famiglie potrebbe produrre 
una quantità significativa di biochar per una adeguata gestione agronomica e 
ambientale.  
 
 
Pirolisi lenta 
La pirolisi lenta è una conversione termica della biomassa mediante il riscaldamento 
lento, a temperature medio-basse (450 a 650°C) e in assenza di ossigeno, con il 
recupero simultaneo di syngas. La materia prima è una biomassa secca sotto forma di 
pellets o di trucioli di diverse dimensioni. Questi vengono inseriti in una fornace 
riscaldata ed esposti ad un riscaldamento uniforme interno o esterno utilizzando una 
fornace ritorta o un forno. Le variabili da prendere in considerazione sono: 
 Tempi di permanenza: > 5 secondi per la produzione di gas di sintesi; minuti, ore 
o giorni per la produzione di biochar; 
 Temperatura del reattore relativamente basse (450-650°C); 
 Funzionamento del reattore a pressione atmosferica; 
 Velocità di riscaldamento molto basse, che vanno dai 0,01-2,0°C/sec; e 
 Tempo di raffreddamento dei prodotti di pirolisi: da minuti a ore. 
La maggior parte delle strutture generano gas di sintesi e biochar con un sistema 
continuo in cui la materia prima passa lentamente attraverso un forno e poi sospinta 
da una coclea con i gas di sintesi derivati dalla combustione continuamente 
allontanati o recuperati.  
Il biochar, il bio-olio e il syngas sono formati in proporzioni approssimativamente 
uguali a causa della bassa velocità del processo di combustione. Questo promuove 
importanti reazioni secondarie all'interno delle particelle di biochar, nel gas e nella 
parte liquida in fase di vapore, con conseguente condensazione. 
La reazione di pirolisi stessa è leggermente endotermica e la maggior parte 
dell’energia è catturata nel syngas e nel bio-olio condensato. Il biochar ha un 
contenuto residuo di energia di circa 30-35 MJ/kg. Questo è estratto 
convenzionalmente all'interno dell'impianto mediante combustione o gassificazione, 
fornendo calore per guidare la pirolisi primaria (Demirbas, 2006), o per asciugare le 
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materie prime in entrata. Il syngas prodotto può essere bruciato in loco per generare 
energia termica o elettrica (tramite gas o turbina a vapore), oppure entrambe. 
Eprida in collaborazione con l'Università della Georgia ha sviluppato una tecnologia 
variante della pirolisi lenta che comprende una fase di gassificazione a vapore. 
L’aggiunta di vapore per la reazione di pirolisi libera syngas aggiuntivi dal biochar 
prodotto, prevalentemente sottoforma di idrogeno. Il biochar che rimane dopo la 
pirolisi 'secondaria' possiede delle proprietà piuttosto diverse dal prodotto primario, 
in quanto diverso per dimensione dei pori e per rapporto percentuale di carbonio/ 
ossigeno (Demirbas, 2004). 
Attualmente gli impianti di ricerca che lavorano con la pirolisi lenta riescono a 
produrre una quantità di materia prima ad una velocità di 28-300 kg/h a partire da 
una quantità di massa secca di 48-96 t/die. 
 
Pirolisi veloce 
La tecnologia della pirolisi veloce è caratterizzata da: 
 Velocità di riscaldamento maggiore di 105 °C/s; 
 Elevate temperature del reattore (> 600°C) per dare principalmente un prodotto 
gassoso a spese dei liquidi e del char; 
 Rapporto del tempo di permanenza del gas e il vapore prodotto breve, inferiore a 
0.5 secondi; 
 Raffreddamento termico rapido dei prodotti (100-1000 °C/s). 
La pirolisi veloce offre, dunque, una velocità di reazione maggiore a causa delle 
temperature più elevate. La distinzione tra flash pirolisi e pirolisi veloce è in gran 
parte scomparso e ora il termine "flash" viene progressivamente sostituito da una 
definizione più generalizzata come fast pirolisi con: 
 Velocità di riscaldamento alta (> 1000 °C/s); 
 Temperatura del reattore superiori a 450 °C; 
 Tempi brevi di residenza del vapore prodotto (<2 s per combustibili liquidi, <1 s 
per le sostanze chimiche speciali); 
 Raffreddamento termico del prodotto molto rapido (<40 m). 
Il tempo necessario per raggiungere la temperatura massima del processo 
endotermico (il tempo di resistenza) è di circa uno o due secondi, invece di minuti o 
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ore, come nel caso della pirolisi lenta. La bassa temperatura di esercizio migliora 
generalmente anche l'efficienza di conversione del processo. 
In molti sistemi, il trasferimento di energia viene ulteriormente aumentato attraverso 
il contatto tra le materie prime, con un contatto diretto con la fonte di calore o 
aumentando la superficie di contatto con il calore. 
Il biochar prodotto dalla pirolisi veloce ha un aspetto granulare e possiede un potere 
calorifico inferiore (23-32 MJ kg
-1
) di quello derivato dalla pirolisi lenta (Demirbas, 
2001). 
 
Pirolisi intermedia 
Questo termine descrive una tecnologia ibrida in corso di valutazione presso la Aston 
University, UK, progettata per produrre un bio-olio con un tenore di catrame molto 
basso, utilizzato principalmente come carburante per motori ciclo-otto. Il processo è 
stato testato con materie prime legnose e non legnose, e produce un biochar in 
quantità maggiore ma con una minore qualità rispetto a quello prodotto dalla pirolisi 
veloce. 
 
Carbonificazione 
La carbonizzazione o carbonificazione, descrive una serie di processi di pirolisi che 
si avvicinano ai tradizionali metodi di base della fabbricazione del carbone. Questi 
producono un biochar con una concentrazione di carbonio più alta. Il processo auto-
termico della carbonizzazione è un metodo, in scala ridotta, ampiamente utilizzato 
nelle comunità rurali di tutto il mondo (FAO, 1987). Il requisito richiesto è la 
presenza di combustibili fossili per fornire una fonte di calore esterna, che è associata 
alla produzione industriale della massa di carbone (FAO, 1985). Il processo è 
ottimizzato per la produzione di prodotti solidi della pirolisi, ma i gas condensati 
forniscono un prodotto industriale noto come “aceto di legno” che, oltre a fornire la 
base per alcuni ingredienti aromatizzanti alimentari, si pensa abbia anche una buona 
proprietà fertilizzante per il terreno. 
Il processo auto-termico è stato proposto come l'opzione più realistica per invogliare 
le comunità locali ad utilizzare il biochar come elemento per la conservazione e 
l'aumento della fertilità del suolo, soprattutto nei paesi in via di sviluppo. Ha un costo 
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inferiore ed è di più facile realizzazione rispetto ai sistemi di pirolisi, dove si deve 
massimizzare il rapporto tra i prodotti solidi, liquidi e i gas di sintesi.  
 
1.3 Caratteristiche fisiche del biochar 
 
Le caratteristiche del biochar possono influenzare le proprietà del terreno in maniera 
diretta o indiretta. In entrambi i casi, quando il biochar è presente nel suolo il suo 
contributo alla natura fisica del sistema può essere significativo, influenzando la 
tessitura, la struttura, la porosità e la consistenza del suolo poiché modifica la 
porosità, la granulometria e la densità del terreno. Tali caratteristiche del suolo, 
migliorate dalla presenza del biochar, fanno in modo che la pianta sviluppi radici più 
profonde trovando una maggiore disponibilità di acqua e di aria. La presenza del 
biochar può direttamente influenzare le richieste d’acqua del suolo, la lavorabilità, la 
dinamica di rigonfiamento-contrazione, la permeabilità, come anche la capacità di 
ritenzione di cationi scambiabili e la risposta a variazioni termiche ambientali. In più, 
indirettamente, molti aspetti chimici e biologici dipendono dalle caratteristiche 
fisiche come la presenza di siti di reazione e la disposizione di habitat protettivi per i 
microrganismi del suolo. 
Le caratteristiche fisiche del biochar dipendono non soltanto dalla biomassa di 
partenza, ma anche dalla carbonificazione o dal sistema di pirolisi con cui è stato 
prodotto (includendo anche le pre- e post-manipolazioni sulla biomassa e sul 
biochar). Il grado di alterazione della struttura originaria della biomassa attraverso il 
riassettamento microstrutturale, avvenuta durante il processo di pirolisi, e la 
formazione di crepe, dipendono tutte dalle condizioni di processo a cui la materia 
prima è stata esposta. 
La matrice organica di partenza per la produzione di biochar può derivare da 
un’ampia scelta di biomasse. La struttura originaria del materiale permane nel 
biochar prodotto e, difatti, influenza le sue caratteristiche fisiche e strutturali finali 
(Laine et al., 1991; Wildman e Derbyshire, 1991). Durante la pirolisi, parte della 
massa viene persa sotto forma di composti organici volatili riducendone il volume. 
Quindi, durante la conversione termica, i minerali e lo scheletro di C formato 
conservano la porosità e la struttura della materia di origine (Wildman and 
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Derbyshire, 1991). Analisi al microscopio hanno accertato la presenza di gruppi di 
pori allineati, simili nella forma a celle di api con diametro di 10 µm.  
La composizione chimica della biomassa utilizzata per la produzione di biochar ha 
un diretto impatto sulla natura fisica dello stesso. A temperature sopra i 120°C alcune 
sostanze organiche cominciano a subire delle decomposizioni perdendo acqua 
intermolecolare. 
Le emicellulose sono degradate tra i 200 e i 260°C, le cellulose tra i 240 e i 350°C e 
le lignine tra i 280 e i 500°C; quindi, le percentuali di queste componenti all’interno 
della sostanza organica influenzano la struttura fisica. Anche la percentuale dei 
composti inorganici, come le ceneri, ha una ripercussione sulla struttura del biochar. 
Oltre alle caratteristiche intrinseche del prodotto di partenza, assumono un ruolo 
fondamentale le condizioni di processo come: l’incremento termico, il trattamento ad 
alta temperatura, la pressione, la durata della reazione, il macchinario adoperato 
(orientazione, dimensione, regime d’agitazione, presenza di catalizzatori), i processi 
di pre-trattamento (essiccazione, sminuzzamento, attività chimica), l’immissione di 
input ausiliari (N, CO2, aria, vapore) e i processi di post-trattamento (setacciamento, 
attivazione). 
La temperatura è sicuramente il parametro più importante da prendere in 
considerazione in quanto influenza il rilascio di composti volatili, la composizione 
delle frazioni di materia liquida e la conseguente volatilizzazione. 
Una ulteriore caratteristica che si riscontra nella struttura del biochar è la presenza di 
macro-fessurazioni. Il biochar prodotto con biomasse legnose, per esempio, è 
generalmente molto spaccato e fessurato a causa delle contrazioni che si verificano 
quando la superficie del materiale si decompone più velocemente rispetto all’interno. 
Brown et al. (2006) concludono che le basse temperature (<450°C) sono responsabili 
delle fessurazioni esterne, mentre le alte temperature (1000°C) portano ad un 
riassetto micro-strutturale interno. Queste caratteristiche vanno ad aumentare la 
superficie di scambio e la porosità del biochar.  
Mentre i materiali solidi carboniosi come il carbone, la carbonella e la fuliggine 
contengono delle particelle cristalline (cristalliti) di diametro dell’ordine di 
nanometri composte da lamine simili alla grafite non allineate (Warren, 1941; Biscoe 
e Warren, 1942), la struttura del biochar, è essenzialmente amorfa in natura, ma 
  
22 
 
contiene alcune strutture cristalline localizzate (Qadeer et al., 1994) costituite da 
composti aromatici strettamente coniugati. Le aree cristalline possono essere 
rappresentate come pile di lamine piane di composti aromatici, trasversalmente 
connesse e posizionate in modo casuale (Bansal et al., 1988). Infine, possiamo 
trovare i composti residui provenienti dalla matrice in C, ovvero composti organici 
aromatici-alifatici organizzati in complesse strutture (includendo anche sostanze 
volatili residue) e la componente minerale in ceneri inorganiche (Emmerich et al., 
1987). I processi di pirolisi della biomassa ingrandiscono i cristalliti e li organizzano 
ordinatamente; tale effetto può essere implementato da un incremento della 
temperatura (trattamento termico ad alta temperatura). 
I collegamenti turbostratificati delle superfici di composti formati da C-non grafitico 
lasciano interstizi localizzati in modo casuale (formazione di pori di varie 
dimensioni). Un ulteriore ipotesi per la formazione di micropori è data dalla presenza 
di buchi fra i piani esagonali (Bourke et al., 2007). Pori di qualsiasi origine possono 
riempirsi di composti organici volatili condensati (tar) e di altri prodotti amorfi, che 
possono parzialmente bloccare la microporosità creata (Bansal et al., 1988). Il tar, 
quindi, interrompe la formazione di pori a basse temperature. Ciò può essere 
superato tramite l’innalzamento della temperatura in quanto il tar riprende a 
volatilizzarsi (Pulido-Novicio et al., 2001). 
Sotto determinate condizioni di processo si hanno delle drastiche perdite di 
complessità strutturale del biochar prodotto, che spesso sono dovute a deformazioni 
morfologiche, alla fusione del composto pirolizzato o alla sinterizzazione del 
materiale. È stata riscontrata una riduzione della superficie di scambio e della 
porosità nei biochar prodotti a causa di alti incrementi termici, innalzamento della 
pressione, elevata durata di processo, alto contenuto di ceneri (o basso punto di 
fusione delle ceneri) e tempi lunghi di ritenzione (in combinazione con alte 
temperature). 
La mancanza di struttura nel biochar è data da elevati incrementi termici (Biagini e 
Tognotti, 2003; Boateng, 2007). Prolungati tempi ad elevate temperature coincidono 
con il punto di fusione delle ceneri di diverse biomasse che vengono utilizzate come 
materie prime per la produzione di biochar, causando così un decremento nella 
complessità della sua struttura. 
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La superficie specifica del biochar, essendo generalmente elevata rispetto alla sabbia 
e comparabile all’argilla, può quindi portare ad un netto incremento della superficie 
specifica totale all’interno del suolo quando il biochar viene aggiunto come 
ammendante. Questo incremento, solitamente, influenza positivamente la 
popolazione microbica del suolo (Juma, 1993). 
I micropori (tutti i pori <2 nm di diametro) contribuiscono molto nell’incrementare 
l’area di superficie specifica del biochar e sono responsabili dell’alta capacità di 
adsorbimento per molecole di piccole dimensioni come gas, elementi e solventi più 
comuni (Rouquerol et al., 1999). 
L’area di superficie specifica generalmente aumenta con l’incremento del periodo di 
ritenzione del trattamento ad alta temperatura fino a raggiungere quei gradi di 
combustione in cui avviene la deformazione del composto, determinando una sua 
riduzione. 
In presenza di particolari condizioni, un’alta temperatura porta all’aumento dei 
micro-pori poiché vi è una distruzione delle pareti tra i pori adiacenti (Zhang et al., 
2004). Nel biochar troviamo anche i mesopori, importanti per i diversi processi di 
adsorbimento liquido-solido. Inoltre, si riscontra una buona percentuale di macropori 
molto importanti per l’areazione, per l’idrologia, per il movimento delle radici e 
come habitat per i microrganismi autoctoni (Troeh e Thompson, 2005). È stata 
riscontrata una maggiore presenza di micropori nel biochar rispetto ai macropori. 
Il biochar fa da habitat a varie specie microbiche tra cui batteri, funghi, attinomiceti, 
alghe e licheni.  
La resistenza meccanica è una proprietà utilizzata per definire la qualità del carbone 
attivo riferendosi alla sua capacità di resistere al logorio durante l’uso. I rifiuti 
agricoli, come i gusci di frutta secca (castagne, nocciole, noci), sono di interesse per 
la produzione di carbone attivo in quanto caratterizzate da una elevata resistenza 
meccanica e da una elevata durezza. Queste caratteristiche sono dovute al loro alto 
livello in lignina e dal basso contenuto in ceneri (Aygun et al., 2003). 
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1.4 Caratteristiche chimiche 
 
Il biochar presenta un’ampia gamma di elementi che lo costituiscono. Ciò è dovuto, 
in gran parte, alle reazioni chimiche che avvengono durante il processo termico, in 
cui si ha il coinvolgimento di composti chimici eterogenei, all'interno di ogni singolo 
biochar. Cosi, in senso stretto, ogni biochar creato partendo da una particolare 
materia prima e da una certa combinazione di processi, presenta un mix unico di 
proprietà chimiche che lo distinguono. 
Data la diversità di metodologie di produzione del biochar, per descriverne le 
proprietà microchimiche, in questo capitolo, si è preferito analizzare il biochar 
prodotto tramite pirolisi di materiale ligneocellulositico disidratato. Questa pirolisi dà 
luogo a tre principali vie parallele (Antal e Grønli, 2003): 
• La via di formazione di biochar e di gas; 
• La via di formazione di liquidi e di tar; 
• La via della gassificazione e della carbonizzazione. 
La competizione tra queste tre vie, i cui relativi rapporti sono largamente determinati 
dal trattamento ad alte temperature, dai tassi di materiale volatile rimosso e dal 
tempo di residenza delle particelle verificato durante il processo, controllano la 
relativa abbondanza dei prodotti dovuti dalla degradazione termica. 
La degradazione della lignocellulosa comincia a temperature approssimativamente di 
circa 120°C ed è dominata dalla via di formazione di biochar e di gas con un 
trattamento ad alta temperatura che è al di sotto dei 300°C. Questa via si crede porti 
alla formazione di radicali liberi, avviata dalla scissione omolitica dei legami. 
I radicali liberi che guidano il processo sono inizialmente formati dall’azione termica 
sulle strutture contenenti O e sulle impurità presenti nella materia prima di partenza, 
inoltre possono originarsi anche a causa dei bassi livelli di O2 atmosferico che sono 
presenti durante le prime fasi della pirolisi. Si formano gruppi carbossilici e 
carbonilici, che successivamente vengono scissi ed infine liberati dal sistema 
sottoforma di CO2 e CO (Brennan et al., 2001). 
L’acqua è anch’essa rilasciata come risultato delle reazioni di deidratazione.  
Con un trattamento ad alte temperature compreso tra i 300°C e i 600 °C circa, la via 
di formazione di tar e di liquido diventa sempre più preponderante. Come risultato, la 
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produzione di biochar và significativamente decrescendo oltre questo range di 
temperature. Il tar, prodotto dalla cellulosa, è principalmente composto da 
anidrozuccheri come il levoglucosano, che è poco reattivo come anche i radicali 
liberi formati dalla scissione omolitica dei legami. 
Al posto della volatilizzazione, tuttavia, gli anidrozuccheri possono essere degradati 
dalle reazioni di deidratazione e di fusione, che sono promosse da catalizzatori acidi 
o basici. La successiva scissione dei legami omolitici dei prodotti secondari aumenta 
la resa in biochar. La percentuale di radicali liberi intrappolati nel biochar è stata 
misurata con l’aiuto della risonanza paramagnetica di elettroni (EPR), una 
spettroscopia (Feng et al.,2004). 
In generale, l’ammontare di biochar prodotto con trattamenti ad alte temperature tra i 
300°C i 600°C dipende largamente dai relativi tassi di volatilizzazione e di 
degradazione degli anidrozuccheri presenti nel tar. 
Nel trattamento con temperature di 600°C, i tassi di trasferimento di calore e di 
massa sono così elevati che la via di formazione di gas è dominante e quindi, la 
formazione di biochar, tar e liquidi è al minimo. Il biochar che si è formato 
inizialmente diviene un substrato che viene riscaldato e carbonizzato. Con tale 
processo la maggior parte dell’O, dell’H, dell’N e dello S sono rimossi e il contenuto 
di C aumenta fino a superare il 90% in peso. 
In generale, se si regolano i parametri dei trattamenti ad alte temperature, 
incentivando un riscaldamento lento, un buon tasso di spurgo del gas, mantenendo la 
T elevata ed utilizzando un substrato con elevata concentrazione di lignina, si ottiene 
un buon rendimento in biochar (Demirbas, 2001). 
Come descritto da Paris et al. (2005), sono presenti quattro fasi nella produzione del 
biochar: deidratazione, pirolisi, nuclearizzazione del grafene e carbonizzazione 
osservate sotto condizioni non idrotermiche.  
La prima fase attraversata dalla materia è la deidratazione e la lieve 
depolimerizzazione della cellulosa. In questo stato si hanno già delle prime piccole 
perdite di massa. Tra i 250°C e i 350°C, si completa la depolimerizzazione della 
cellulosa, che porta ad un significativo decremento di massa per la devolatilizzazione 
di composti e si forma una matrice di C amorfo. A circa 330°C, si osserva la 
formazione di carbonio aromatico e, a 350°C, i lembi di grafene aromatico iniziano a 
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crescere e ad espandersi dalla matrice di C amorfo. Sopra i 600°C comincia la 
carbonizzazione, nella quale la maggior parte dei rimanenti atomi non di C, sono 
rimossi e i lembi di grafene continuano a crescere e ad espandersi lateralmente nello 
spazio. 
I maggiori costituenti della biomassa (C, H e O) volatilizzano durante la 
deidratazione e la pirolisi; H e O che vengono persi in quantità proporzionalmente 
elevate rispetto alla concentrazione di C presente. L’ossigeno e l’idrogeno sono persi 
inizialmente come H2O, poi sottoforma di idrocarburi, vapori catramosi, H2, CO e 
CO2 (Antal e Grønli, 2003). 
Il C amorfo si lega ai pacchetti di grafene e poiché è meno denso dei pacchetti di 
grafene allineati, la conversione crea dei vuoti nella struttura, aumentando così la 
microporosità del prodotto finale.  
Esistono diversi fattori che controllano la qualità e la distribuzione del materiale 
minerale nel biochar come: la tipologia, la quantità e la qualità delle materie prime e 
le condizioni di processo a cui viene sottoposto il biochar.  
Molti dei minerali contenuti nella biomassa iniziale permangono all’interno del 
biochar quando essi sono altamente concentrati. L’effetto delle ceneri nella materia 
prima nel rendimento del biochar è incerto.  
In aggiunta alla materia prima ed alle condizioni di processo (principalmente 
trattamenti ad alte temperature), anche la presenza di O2, vapore e CO2 controllano la 
quantità di ceneri nel biochar (Bridgewater e Boocock, 2006). Durante la 
degradazione termica, gli ioni K e Cl sono altamente mobili e possono iniziare a 
vaporizzare a temperature relativamente basse (Yu et al., 2005). Il Ca è 
principalmente localizzato nelle pareti cellulari ed è legato agli acidi organici 
(Marschner, 1995). Il Si è presente anch’esso in pareti cellulari come silice o come 
fitoliti di opale (Marschner, 1995). Sia Ca che Si, sono rilasciati durante la 
degradazione a temperature molto elevate (Bourke, 2006). Il Mg è legato sia 
ionicamente che covalentemente con molecole organiche e vaporizza solo ad elevate 
temperature. P e S sono associati con composti organici complessi all’interno della 
cellula e sono relativamente stabili a basse temperature di degradazione (Schnitzer et 
al.,2007b). 
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L’N è associato con un elevato numero di molecole organiche e può essere rilasciato 
a temperature relativamente basse (Schnitzer et al., 2007b). 
Altri elementi come Fe e Mn sono presenti anch’essi in un numero piuttosto ampio di 
forme organiche e inorganiche nella biomassa e sono largamente mantenute durante 
la formazione del biochar. 
Ben poco lavoro è stato ancora pubblicato sulla produzione e stabilità dei metalli 
pesanti nel biochar. Si sa però che una elevata quantità di ceneri (come si trovano nel 
biochar prodotto dalla pollina) possono avere potere adsorbente su questi importanti 
inquinanti (Lima e Marshall, 2005).  
La superficie del biochar presenta proprietà idrofile, idrofobe, acide e basiche, le 
quali contribuiscono ad ampliare la reattività del biochar. 
Esiste un intervallo piuttosto ampio di gruppi funzionali sulla superficie dei lembi di 
grafene. H, N, O, P e S sono incorporati in anelli aromatici come eteroatomi; gruppi 
come OH, NH2, O-R o O(C=O)-R sono classificati come donatori di elettroni (a 
causa della presenza di orbitali vuoti).  
Nei biochar con un alto contenuto in ceneri, è probabile che alcuni gruppi funzionali 
possano contenere dei metalli. E’ stato individuato un ampio range di differenti 
gruppi funzionali a base di N e di S nei biochar prodotti dalla pollina (Koutcheiko et 
al., 2007).  
Quando il biochar si trova a contatto con l’O2 atmosferico, prontamente si ossida. Nei 
biochar derivati dal letame, dai fanghi di depurazione e dagli scarti animali (sangue, 
ossa, ecc), gruppi funzionali di N e S possono essere molto abbondanti rispetto che 
nei biochar lignocellulosici. Le aree con elevate concentrazioni di gruppi funzionali a 
base di N sono centri di elevata basicità.  
Nel biochar a basse temperature, i principali gruppi funzionali a base di S erano i 
sulfonati e i solfati, mentre i gruppi tiofenici e solfitici predominano nel biochar ad 
alta temperatura. 
Sulla superficie del biochar sono presenti siti anfoteri la cui carica varia in base al pH 
della soluzione. Così, in soluzione acida, la superficie tende ad essere caricata 
positivamente e, in condizioni alcaline, caricata negativamente.  
I minerali sulfurei, d’altra parte, mostrano una significativa serie di comportamenti 
quando sono esposti a soluzioni acquose, con gli atomi di S sulla superficie che 
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eventualmente possono rilasciare elettroni quando la superficie minerale viene 
ossidata da acqua o da altre soluzioni ossidanti dissolventi (Rimstdit e Vaughan, 
2003). Così, la carica sulla superficie dei solfuri può variare dal negativo al neutrale 
e dal neutrale al positivo, dipendendo dallo stato di ossidazione dello S. 
I gruppi funzionali sulla superficie del biochar influenzano il tipo di composto 
chimico adsorbito sulla superficie e la disponibilità di elettroni. Con una superficie 
ossidata, la carica sui gruppi funzionali può cambiare influenzando così 
l’adsorbimento. I metalli che non sono di transizione, ad esempio, sono adsorbiti per 
mezzo di forze elettrostatiche, mentre i metalli di transizione possono essere 
adsorbiti sia tramite forze elettrostatiche sia tramite lo scambio di elettroni.  
La produzione di biochar si basa spesso sui rapporti elementari di C, H, O e N. 
Specialmente il rapporto di H/C e O/C sono utilizzati per misurare il grado di 
maturazione e di aromatizzazione del composto finale. 
I rapporti H/C e O/C tendono ad essere elevati nei biochar prodotti con temperature 
relativamente basse, con una parziale carbonizzazione del materiale vegetale e 
prodotto con intervalli di riscaldamento brevi. Rapporti inferiori sono stati osservati 
nella produzione di carbone di legna prodotto naturalmente, con residui di vegetali 
combusti, e in biochar prodotto in laboratorio ad elevate temperature e/o riscaldati 
prolungatamente. In generale i rapporti H/C e O/C nelle produzioni di biochar 
sperimentali decrescono con l’innalzamento delle temperature (Shindo, 1991) e 
l’incremento del tempo (Almendros et al., 2003). Gli acidi humici, estratti dal 
biochar prodotto a differenti temperature, hanno rapporti di H/C simili o leggermente 
inferiori rispetto allo stesso biochar. Tuttavia, il rapporto O/C è considerevolmente 
alto rispetto all’equivalente biochar prodotto: questo viene attribuito, dagli autori, 
all’estrazione con acido nitrico che introduce gruppi funzionali contenenti ossigeno. I 
trattamenti chimici sul biochar possono alterare le sue caratteristiche chimiche, per 
cui occorre prestare attenzione a distinguere tra i cambiamenti dovuti alle condizioni 
di carbonizzazione da quelli dovuti alla manipolazione antropica. 
È stato riscontrato un elevato contenuto in carbonio nel biochar legnoso (68.2%) 
rispetto al biochar erbaceo (58.6%) prodotto in laboratorio impiegando le stesse 
condizioni, che può essere attribuito al differente contenuto in cenere tra il legno 
(<0.1%) e il materiale fresco (7.7%) (Hammes et al., 2006). Ciò ha evidenziato che i 
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residui ottenuti da materiale vegetale bruciato in natura, in presenza di ossigeno, 
possiedono un basso contenuto in O rispetto al biochar prodotto in laboratorio o in 
industrie, prodotto con elevate temperature e in condizioni di pirolisi con limitato 
ossigeno.  
Con l’aiuto della spettroscopia a risonanza magnetica dei nuclei di 13C (13C-NMR) si 
è osservato che vi sono cambiamenti nei rapporti tra gli elementi con modifiche di 
gruppi funzionali a diverse T. Infatti, aumentando la temperatura vi è un decremento 
di H, O e N ed un aumento in C. 
Essendo il biochar costituito a partire da biomasse, è caratterizzato da una elevata 
quantità di C e da un contenuto piuttosto elevato di sali minerali necessari per la 
nutrizione delle piante. 
Il pH del biochar, utilizzato come ammendante, è tendenzialmente alcalino (pH > 
7.0). Tuttavia il biochar può variare il suo pH, a seconda di alcune variabili, in un 
intervallo compreso tra 4.0 e 12.0 (Lehmann, 2007). 
Il C è contenuto in un range tra i 172 g/kg ed i 905 g/kg. Range altrettanto elevati si 
riscontrano nell’ N totale (da 1.8 g/kg ai 56.4g/kg), nel P totale (2.7g/kg ai 480g/kg) 
ed in K totale (1.0g/kg a 58g/kg).  
L’influenza delle materie prime è particolarmente evidente nel caso del P totale dove 
alti contenuti si trovano nei biochar prodotti da materie prime di origine animale – 
fanghi di depurazione e pollina – rispetto a quelli prodotti da materie prime di origine 
vegetale. 
Similmente però, si può riscontrare il solito tenore in N totale nei biochar prodotti da 
fanghi di depurazione e da tavolette di soia, a riprova del fatto che, all’interno delle 
specie vegetali utilizzate per la produzione di biochar, si hanno delle variazioni 
sostanziali.  
Comparando le concentrazioni di N e P del biochar con altri comuni ammendanti 
utilizzati in agricoltura, si nota come la maggior parte (quasi totalità) dei biochar 
presi in considerazione abbia questi due elevati rispetto al letame o al compost. 
Tuttavia non si può fare una comparazione tra le concentrazioni di N estraibile 
(nitrati più forme ammoniacali) di compost e di biochar, né tanto meno tra letame e 
biochar, in quanto insufficienti sono i dati presenti in letteratura.  
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Dai pochi dati disponibili in letteratura, si sa che l’N minerale è molto basso e il P 
disponibile è altamente variabile. Nonostante sia elevato l’N totale contenuto nel 
biochar prodotto da fanghi di depurazione (64%), esso coniene una quota di N 
minerale (N-ammoniaca + N-nitrati) trascurabile, anche dopo 56 giorni di 
incubazione (Pritchard, 2004).  
Per quanto riguarda il potassio, questo è disponibile nel biochar ed è prontamente 
disponibile, una volta immesso il biochar nel terreno (Chan et al., 2007c). 
Il rapporto C/N del biochar è ampiamente variabile tra il 7 e il 400, con una media di 
67 (come riportato nella tabella 4.1).  
 
Figura 2- Contenuto nutrienti, carbonati e pH dei vari tipi di biochar 
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Generalmente, un rapporto C/N pari a 20 nei substrati organici, è utilizzato come un 
limite critico sopra il quale si rischia l’immobilizzazione dell’N da parte dei 
microrganismi; pertanto, l’N applicato tramite il substrato non è disponibile per le 
piante (Leeper e Uren, 1993). Composti con un rapporto C/N compreso tra 25 e 30 
immobilizzano l’N inorganico (Sullivan e Miller, 2001). Sulla base di queste 
valutazioni, visti gli elevati rapporti C/N di molti biochar applicati al suolo, ci si 
dovrebbe aspettare una immobilizzazione dell’N ed una induzione di carenza di 
questo fondamentale elemento per le piante. Tuttavia, nonostante il rapporto C/N 
della Terra Preta do Indios sia elevato rispetto agli adiacenti Oxisuoli, questi terreni 
tendono ad avere una buona disponibilità di N (Lehmann et al., 2003).  
Livelli significativamente elevati di P disponibile, sono stati trovati nei biochar 
prodotti dalla pollina piuttosto che da quelli prodotti da biomasse vegetali. 
Elevate concentrazioni di Cu, Zn, Cr e Ni sono stati riscontrati nei fanghi di 
depurazione (Bridle e Pritchard, 2004) mentre nel biochar prodotto da rifiuti conciari 
è stata trovata un’alta concentrazione di Cr, che può essere superiore al 2% del peso 
totale secco dei rifiuti (Muralidhara, 1982). Il Cr trovato è associato al materiale 
organico del biochar in una forma trivalente complessa e può essere recuperato 
tramite lisciviazione con acido solforico diluito. Si sa ancora poco riguardo la 
disponibilità di questi metalli pesanti potenzialmente tossici. 
Date le diverse caratteristiche dei biochar, differenti saranno le risposte che si 
possono ottenere utilizzandoli nei diversi tipi di terreno. Dai dati disponibili, non si 
può stimare la quantità di biochar da somministrare al terreno a causa della sua 
variabilità e composizione.  
Come già detto, le caratteristiche del biochar dipendono dal tipo di materie prime 
utilizzate. Per poterle facilmente classificare, le possiamo dividere in: composti 
organici di origine vegetale (es. lolla del riso, stocchi di mais, legno, ecc.) e composti 
organici di origine animale (es. pollina, scarti derivati dalla macellazione, scarti di 
industria conciaria, ecc). Recentemente, grazie alla facilità nel produrre biochar a 
partire da diverse fonti organiche, sta prendendo sempre più piede l’idea di utilizzare 
i rifiuti organici urbani.  
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Si è poi indagato circa vari tipi di biochar ottenuti dalla stessa materia prima ma con 
metodologie di produzione diverse; da questi studi è emerso che le condizioni di 
pirolisi influenzano la concentrazione dei diversi nutirenti, soprattutto quelli 
assimilabili dalla pianta. La composizione del biocher, con l’aumento della T, si 
modifica portando ad un decremento nel contenuto di OH e CH3 ed in un incremento 
in composti C=C. Questo suggerisce che, nel biochar, avviene un passaggio dalle 
strutture alifatiche alle strutture aromatiche contenenti C. Queste trasformazioni sono 
confermate dal decremento dei rapporti H/C e O/C durante l’innalzamento della 
temperatura. 
Al contrario, il biochar formato a basse temperature (dai 300°C ai 400°C) è solo 
parzialmente carbonificato; questo possiede elevati rapporti H/C e elevati contenuti 
in O, insieme ad una bassa area di superficie specifica. Quindi, l’aumento di 
temperatura durante la pirolisi produce dei cambiamenti nella composizione 
molecolare e nelle proprietà del biochar. Questo comporta la produzione di una 
elevata quantità di ceneri a basse temperature. Il materiale minerale derivato dalla 
pirolisi a basse temperature può andare incontro a disfacimento in quanto si trova in 
contatto con centri di reazione con liquidi e gas. Difatti, questi possibili cambiamenti 
possono aver effetto sul contenuto totale dei nutrienti come sulla loro disponibilità. 
La conversione da composti di C alifatici ad aromatici durante la pirolisi è 
accompagnata da una riduzione del tasso di mineralizzazione di C. Questa riduzione 
di mineralizzazione del C organico suggerisce anche una riduzione della disponibilità 
di nutrienti nel biochar che, sono legati a strutture organiche, come N, P e S. 
La porosità del biochar incrementa significativamente tra i 400°C e i 600 °C e può 
essere attribuita al fatto che si ha un incremento delle molecole di H2O rilasciate 
dalla deidratazione attuata (Bagreev et al., 2001). Pertanto, tali cambiamenti portano 
ad avere diverse cariche di superficie nel biochar prodotto. Queste modifiche, a loro 
volta, hanno degli effetti sulle caratteristiche intrinseche del biochar tra cui la 
capacità di ritenere anioni e cationi (CSC, CSA). 
È stato osservato che la CSC diminuisce a T di pirolisi basse, mentre aumenta 
all’aumentare della T (Lehmann, 2007). Finora, i biochar prodotti a “freddo” hanno 
esibito una bassa CSC comparata a quella della materia organica presente nel suolo 
(Lehmann, 2007). D’altra parte, la CSA del biochar prodotto a “freddo” è elevata a 
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valori bassi di pH, ciò porta ad avere un punto di carica netta pari a zero sul biochar 
(Cheng et al., 2008). In presenza di O2 e H2O, avvengono reazioni di ossidazione 
spontanee tramite l’attività microbica con conseguente aumento della CSC (Cheng et 
al., 2008). 
 
Azoto 
Lang et al. (2005) hanno monitorato il contenuto di C, H, O, N e S in biochar ottenuti 
da materie prime diverse (legnose, erbacee e carbonificate), e ad una T di processo 
compresa tra i 275°C e i 1100 °C. Da questo studio si è concluso che l’aumetno della 
temperatura porta ad un dimezzamento nel contenuto di N in tutte le tipologie di 
biochar. La perdita di N totale ad alte temperature può anche essere accompagnata da 
un cambiamento nella struttura chimica dell’N rimanente nel biochar. L’N organico, 
probabilmente presente principalmente come gruppo funzionale amminico, quando la 
materia organica si trova a bassa temperatura, viene gradualmente trasformato in 
composti simil-piridinici portando ad un incremento della basicità sulla superficie 
quando viene portato ad alte temperature (> 600°C) (Bagreev et al., 2001). Ciò porta 
ad una riduzione della disponibilità di N presente nel biochar. Questa conversione 
avviene tra i 400°C e i 600°C, temperatura alla quale si ha anche un incremento di 
pH di 3.8 unità, risultante dalle reazioni di deidrossilazione. 
Da alcuni esperimenti condotti da Pritchard (2003) è emerso l’N nei fanghi di 
depurazione si trova in forme che sono veramente resistenti alla decomposizione e 
alla mineralizzazione.  
 
Fosforo 
Per quanto riguarda questo elemento, l’auemento della temperatura (450° C) porta ad 
un incremento nella sua concentrazione, a scapito dell’N. Tuttavia, studi di 
incubazione in laboratorio, indicano che la disponibilità di P nel biochar è solo il 
13% del P totale (Pritchard, 2003). 
Quasi la metà del P totale nel biochar è in forma estraibile tramite HCl (per esempio 
il P inorganico legato al Ca) ed è pertanto poco disponibile per le piante. Simili 
risultati sono stati riscontrati in biochar prodotti da fanghi di depurazione, che 
indicano una diminuzione di P disponibile (misurato come P solubile in citrato 
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ammonico) con l’incremento di temperature, dallo 0.98% a 250°C allo 0.06% a 
800°C, nonostante un incremento nel P totale. 
 
Zolfo 
Da alcune analisi si è visto che fino al 50% dello S viene perso durante la pirolisi a 
500°C (Lang et al., 2005). Prima della pirolisi, lo S si trova associato parzialmente 
con composti inorganici e parzialmente sottoforma di proteine. Dal 35% al 50%, 
questo S totale viene rilasciato nella fase gassosa durante la pirolisi a 400°C come 
risultato della decomposizione termica dello S organico. Ad elevate temperature (dai 
500°C ai 700°C), S residuale contenuto nel biochar non cambia significativamente. 
In condizioni riducenti, come la pirolisi, le forme dello S cambiano, con una 
scomparsa dei solfati inorganici a causa della conversione dei solfiti insolubili (es 
CaS, K2S) nelle matrici del biochar. Altre cause possono essere: la fissazione sulla 
superficie chimica reattiva del biochar, il legame nei siti insaturi e la sostituzione di 
O sulla superficie ossidata (Knudsen et al., 2004). Queste forme di S sono insolubili 
in H2O e biologicamente poco disponibili. 
 
Basi 
È stato accertato che tra i 473°C e i 673°C, circa la metà dei metalli alcalini totali 
contenuti nella materia organica (48% e 55% rispettivamente per K e Na) sono persi 
per vaporizzazione e che con l’ulteriore riscaldamento a 1373°C, la perdita rallenta. 
Circa il 90 % del K totale contenuto nella paglia di riso, era in forma solubile in H2O, 
ed era quindi disponibile per la pianta prima che avvenisse la pirolisi. L’aumento di 
T (fino a 670°C) durante la pirolisi porta ad una perdita progressiva di K, mentre 
quello rimante si ritrovava in forma scambiabile ed estraibile per mezzo di acidi. Sia 
il K che il Ca sono ben dispersi nella matrice del biochar in quanto legati all’O come 
ioni fenossidi (es K-fenossidi o K-intercalati tra gli strati simil-grafenici). A T più 
elevate si ha una ulteriore perdita di K per evaporazione, nonché la sua 
incorporazione all’interno della struttura silicea, ciò lo rende meno biodisponibile 
(Wornat et al., 1995). 
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1.5 Biochar come ammendante 
 
Quando il biochar è utlizzato come ammendante del suolo esso è, nella maggior parte 
dei casi, incorporato all’interno del terreno (Glaser et al., 2002) dove può essere 
immobilizzato a differenti livelli di profondità nel terreno. A seconda della 
profondità in cui si trova il biochar si hanno diverse caratteristiche per quanto 
riguarda l’attività microbica, la presenza di O2 e l’ossidazione del biochar (Leifeld et 
al., 2007). 
Quando il biochar è frammentato durante le operazioni colturali, come erpicatura e 
fresatura, aumenta la superficie totale di esposizione, che è così disponibile per 
ulteriori processi chimici e biologici (Cheng et al., 2006). 
Il biochar possiede una fine struttura porosa (che dipende dalle temperature di 
produzione e dall’atmosfera), la quale gli consente di trattenere differenti composti 
fisici al suo interno (Yu et al., 2006). I pori del biochar, però, possono essere bloccati 
da sostanze adsorbite e quindi impedire l’accesso ad altri composti (Warnock et al., 
2007). È stato osservato che biochar recenti hanno un potere adsorbente maggiore 
rispetto a biochar di oltre 100 anni (Zackrisson et al., 1996) in quanto con il passare 
del tempo tutti i pori vengono ostruiti da diversi composti. I pori del biochar prodotto 
da specie legnose hanno generalmente una dimensione <20 micrometri, i quali 
permettono l’entrata di batteri, funghi e di determinati nematodi che aiutano la 
decomposizione dei fenoli adsorbiti. Questa azione porta alla riattivazione delle 
particelle di biochar (Zackrisson et al., 1996). 
Tentativi per mettere in relazione le risposte delle colture ai contenuti nutritivi del 
biochar usato nell’esperimenti sono stati limitati dal fatto che in molti studi i nutrienti 
contenuti nel biochar o i tassi di applicazione di questi non sono stati spesso riferiti. 
Gli effetti del biochar sulle colture sembrano favorire le rese, come osservato nel riso 
e nel fagiolo dove l’incremento in biomassa era rispettivamente del 17 e del 43% 
(Lehmann et al., 2003). Gli autori attribuiscono la crescita positiva delle colture 
all’incremento della nutrizione in P, K e Ca derivante dall’applicazione del biochar. 
Altri studi affermano, invece, che le risposte positive delle piante sono da attribuire 
non tanto alla presenza dei nutrienti nel biochar, quanto alla capacità del biochar di 
renderli disponibili per la pianta. Alcune di queste risposte sono anche da attibuirsi 
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alla capacità del biochar di mantenere costante o aumentare i valori del pH del suolo. 
Il biochar ha inoltre la capacità di neutralizzare tossine, di aumentare la ritenzione 
idrica e di ridurre la resistenza alle lavorazioni, rendendo il terreno più idoneo alla 
crescita delle piante.  
Applicando il biochar su suoli forestali, insieme a fertilizzanti naturali o di sintesi, si 
è visto che si ha la presenza di un incremento della biodisponibilità e di assorbimento 
da parte delle piante di elementi quali fosforo, metalli alcalini e altre tracce di metalli 
di natura diversa (Steiner et al., 2007). 
Come sopra riportato, le immissioni di biochar nel terreno stimolano le simbiosi tra 
piante e micorrize (Saito, 1990) le quali, nei suoli forestali, influenzano la solubilità e 
l’assorbimento di P (Gundale e DeLuca, 2007). 
L’azoto è l’elemento nutritivo più importante nella limitazione della crescita delle 
piante nella maggior parte degli ecosistemi terrestri appartenenti a fasce climatiche 
fredde o temperate (Vitousek e Howarth, 1991). Nel suolo, la maggior parte 
dell’azoto esiste in forma organica complessa e deve essere trasformata in NH4+ e, 
successivamente, nitrificata a NO3
- 
per essere assimilata dalla maggior parte delle 
specie vegetali di interesse agrario e non (Stevenson e Cole, 1999). Recenti studi 
hanno dimostrato che l’aggiunta di biochar al suolo può influenzare direttamente le 
trasformazioni di N. 
Nella mineralizzazione dell’azoto si ha la conversione della frazione azotata di 
matrice organica in N inorganico tramite il processo di ammonificazione (dove si 
forma come composto finale l’NH4
+
) e, successivamente, di nitrificazione (dove 
viene a formarsi l’NO3
-
). Il primo processo, l’ammonificazione, è di origine biotica 
ed è guidato principalmente da batteri eterotrofi e da una varietà di funghi (Stevenson 
e Cole, 1999). La nitrificazione è anch’essa un processo strettamente biotico 
comunemente guidato da organismi autotrofi che vengono inclusi sia nei bacteria che 
negli archaea presenti in molti tipologie di suolo (Islam et al., 2007). Il biochar riesce 
ad incrementare il tasso di nitrificazione nei suoli forestali di regioni temperate e 
boreali che, altrimenti, non avrebbero una spiccata attitudine per questo processo 
(DeLuca et al., 2006). 
In quei suoli in cui si ha la presenza di comunità batteriche con una bassa attività di 
nitrificazione e una mancata presenza di effetti stimolanti si può intervenire con 
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l’aggiunta del biochar per incrementare questi aspetti. Difatti, prove effettuate 
suggeriscono che questo ammendante possa avere attività adsorbente per composti 
inibitori presenti nell’ambiente del suolo (Zackrinsson et al., 1996).  
L’aggiunta di biochar nei suoli agricoli di fasce climatiche tropicali provoca sia una 
riduzione nella disponibilità di N (Lehmann et al., 2003) che un incremento 
nell’assorbimento e nell’asportazione di N da parte delle colture presenti (Steiner e 
al, 2007). E’ da notare, tuttavia, che la potenziale immobilizzazione associata 
all’aggiunta del biochar al suolo è molto limitata dalla natura recalcitrante del 
biochar. 
Il biochar aggiunto in suoli agricoli o coperti da manto erboso, che già dimostrano la 
presenza del processo di nitrificazione, potrebbe non avere probabilmente un effetto 
stimolatore su di essa e potrebbe addirittura provocare un leggero declino nella 
ammonificazione a causa dell’adsorbimento di NH4
+ 
o l’aumento 
dell’immobilizzazione. 
Poiché i pori del biochar all’interno del suolo si occludono per intrusione di sostanza 
organica (Zackrinsson et al., 1996) o altri aggregati come minerali, l’azoto di questa 
frazione organica può rimanere non disponibile per un periodo di tempo più o meno 
lungo. Quando il biochar “fresco” viene aggiunto al suolo avvengono alcune 
decomposizioni che possono indurre l’immobilizzazione dell’N inorganico già 
presente nella soluzione del suolo o quando questo è applicato attraverso la 
fertilizzazione (Liang et al., 2006). 
E’ stato dimostrato che il biochar influenza la denitrificazione catalizzando la 
riduzione dell’N2O a N2, riducendo potenzialmente così le emissioni di questo 
importante gas serra all’interno dell’atmosfera. 
La disponibilità di P è altamente condizionata da una serie di reazioni abiotiche pH-
dipendenti che influenzano il rapporto di solubilità/insolubilità delle riserve di questo 
elemento nel suolo. Una serie di studi hanno dimostrato che si ha un aumento 
dell’assorbimento del P da parte delle piante in presenza del biochar. Purtroppo poco 
si sao sui diversi meccanismi attraverso i quali il biochar può influenzare 
direttamente o indirettamente le componenti biotiche e abiotiche del ciclo del P nel 
suolo. Tra poco analizzeremo i meccanismi conosciuti nei quali il biochar viene 
considerato come: 
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1. Una risorsa di sali di P solubile e di P scambiabile; 
2. Un modificatore del pH del suolo e incentivatore della presenza di metalli 
complessi con P (Al
3+
, Fe
3+/2+
, Ca
2+
); 
3. Un promotore di attività microbica e di mineralizzazione del P. 
Sono state riscontrate alterazioni nella disponibilità di P associate alla presenza del 
biochar nel terreno che possono essere dovute a: 
 Rilascio di sali di P da tessuti legnosi durante la carbonificazione; 
 Interferenze del biochar con l’adsorbimento tra P e ossidi di Fe e Al; 
 Induzione del biochar nel modificare le capacità di scambio tra ioni nel suolo. 
Il rilascio del P da parte del biochar è da tempo conosciuto (Tyron, 1948) e i 
meccanismi che riguardano il diretto apporto di questo nutriente non sono complessi. 
La concentrazione di P nei tessuti delle piante è bassa in relazione all’elevata 
quantità di C e una significativa percentuale di P vegetale è incorporata all’interno 
delle molecole organiche attraverso legami esteri o composti pirofosfati (Stevenson e 
Cole, 1999). Questo P organico presente nei tessuti di piante morte non è 
prontamente disponibile per essere assimilato dalle piante se non viene prima liberato 
da questi legami attraverso un’attività microbica. Quando i tessuti delle piante sono 
riscaldati, il C organico comincia a volatilizzare approssimativamente alla 
temperatura di 100°C, mentre il P non prima dei 700°C circa (Knoepp et al., 2005). 
La combustione o la carbonificazione di materiali organici può aumentare 
notevolmente la disponibilità di P proveniente dai tessuti vegetali per la presenza di 
una disproporzione nella volatilizzazione del C e di una disgregazione dei legami 
organici contenenti P, con formazione di un residuo di sali di P solubili associati con 
il materiale carbonificato. 
In aggiunta al rilascio diretto del P solubile, il biochar può avere un’elevata capacità 
di scambio ionico (Liang et al., 2006) e può alterare la disponibilità di questo 
nutriente aumentando la capacità di scambio anionico o influenzando l’attività dei 
cationi che interagiscono con il P. È stato dimostrato che il biochar fresco possiede 
un’elevata capacità di scambio anionico a pH acido (Cheng et al., 2008), il quale può 
inizialmente essere superiore alla capacità di scambio cationico (CSC) del biochar. 
E’ possibile che questi siti di scambio positivo competano con gli ossidi di Al e Fe 
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(es. gibbsite e goehtite) per l’assorbimento di P solubile, similmente a quanto 
osservato per gli acidi humici e fulvici (Hunt et al., 2007). 
Con il passare del tempo, i siti di scambio positivi del biochar declinano e si 
sviluppano siti con carica negativa (Cheng et al., 2008). La quantità di P nel terreno 
può essere ulteriormente influenzata da una serie di reazioni di precipitazione che 
influenzano la solubilità dell’elemento, alterandone così la disponibilità per 
l’assorbimento e il riciclo attivo tra piante e microbi. Il grado col quale queste 
reazioni di precipitazione avvengono è fortemente influenzato dal pH del suolo a 
causa delle attività pH-dipendenti degli ioni responsabili delle precipitazioni (Al
3+
, 
Fe
3+/2+
, Ca
2+
) (Stevenson e Cole, 1999). Nei suoli alcalini, la solubilità del P è 
primariamente regolata dalle sue interazioni con il Ca
2+
, dove si sviluppa un percorso 
di deposizione di minerali di apatite. Nei suoli acidi, la disponibilità del P è regolata 
dagli ioni Al
3+
 e Fe
3+/2+
, dove si ha la formazione di fosfati di Al e Fe altamente 
insolubili. Il biochar può influenzare le precipitazioni di P all’interno di questi terreni 
alterando il pH e, così, le forze di interazione di questo elemento con Al
3+
, Fe
3+/2+
 e 
Ca
2+
 (Topoliantz, 2005) o adsorbendo molecole organiche che agiscono come 
chelanti di ioni metallici che altrimenti favorirebbero la precipitazione del nutriente. 
Numerosi studi hanno dimostrato che il biochar può modificare il pH del suolo, 
normalmente incrementandolo nei suoli acidi. Alcuni studi hanno dimostrato, invece, 
una riduzione del pH con l’aggiunta di biochar in suoli alcalini e di un ulteriore 
decremento di pH quando lo stesso biochar era aggiunto in suoli acidi (Cheng et al., 
2006). Un incremento in pH associato all’aggiunta del biochar in suoli acidi è dovuto 
ad un aumento della concentrazione di metalli alcalini (Ca
2+
, Mg
2+
, K
+
) ossidati nel 
biochar e ad una ridotta concentrazione di Al
3+
 solubile nel suolo (Steiner et al., 
2007). Con l’aggiunta di questi metalli alcalini, sia come sali solubili che come 
composti associati ai siti di scambio del biochar, si ha un modesto cambio di pH che 
può ridurre la precipitazione di P con Al
3+
 e Fe
3+
. Introducendo, invece, il biochar in 
suoli alcalini o neutri, si può avere un limitato effetto sulla disponibilità di P poiché 
questo si lega ai metalli alcalini, come Ca, che lo insolubilizzano. 
Il biochar possiede una superficie idonea per l’adsorbimento di molecole organiche 
polari e non all’interno di una vasta gamma di masse molecolari (Bornermann et al., 
2007). Le molecole organiche coinvolte nella chelazione di ioni Al
3+
, Fe
3+
 e Ca
2+
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saranno adsorbite dalle superfici idrofobe cariche del biochar e possono essere acidi 
organici, acidi fenolici, amminoacidi, proteine complesse e carboidrati (Stevenson e 
Cole, 1999). 
L’adsorbimento di chelati può avere un’influenza positiva o negativa sulla solubilità 
del P. Qui, catechine e 8-idrossiquinolina rappresentano possibili molecole 
allelopatiche rilasciate come essudati radicali (Callaway e Vivanco, 2007) o come 
potenti chelati metallici (Shen et al., 2001) che possono indirettamente incrementare 
la solubilità del P. Le catechine incrementano effettivamente la solubilità del P 
quando sono aggiunte in suoli calcarei alcalini (pH 8.0) e la 8-idrossiquinolina 
incrementa la solubilità dello stesso elemento quando è aggiunta in suoli acidi ricchi 
in Al (pH 5.0). L’aggiunta del biochar in questi suoli riduce la presenza di chelati 
solubili e, a sua volta, elimina l’effetto dei chelati sulla solubilità del P.  
Il biochar può avere effetti indiretti sulle disponibilità e sull’assorbimento del P, 
creando un ambiente favorevole per i microrganismi che: 
1. Forniscono un eccellente accesso a riserve insolubili organiche e inorganiche di P; 
2. Producono e riciclano un’elevata riserva labile di P organico; 
3. Aumentano la disponibilità di P per le piante, tramite la valorizzazione delle 
attività micorriziche. 
Per quanto riguarda lo zolfo, questo deriva principalmente dal materiale parentale 
geologico ed esiste sottoforma di materiale organico, quindi per essere disponibile 
per la pianta deve essere prima mineralizzato (Stevenson e Cole, 1999). Lo S 
organico esiste sia come estere solfato che come S legato a C, quest’ultimo poi è 
ossidato ad SO4
--
 prima di poter essere assorbito. Non sono stati effettuati studi diretti 
sulla capacità del biochar di influenzare la trasformazione di S e la sua disponibilità 
per le piante in suoli forestali o agrari. Numerosi studi, però, hanno dimostrato 
indirettamente che l’aggiunta del biochar come ammendante comporta un incremento 
nella disponibilità di S nel suolo. 
La mineralizzazione di questo nutriente è favorita da pH leggermente acidi, tendenti 
alla neutralità. È stato confermato un aumento nei tassi di mineralizzazione in foreste 
di conifere dove si sono verificati degli incendi (Binkley et al., 1992); lo stesso 
fenomeno è stato riscontrato per l’N (Smithwick et al., 2005).  
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L’ossidazione dello S è effettuata sia da organismi autotrofi (es. Thiobacillus spp) 
che eterotrofi.  
Gli apporti di biochar ai suoli minerali possono anche influenzare direttamente o 
indirettamente le reazioni di adsorbimento di S e la sua riduzione. Introducendo il 
biochar nel suolo come ammendante se ne aumenta l’areazione e, a sua volta, si 
riduce il potenziale per la riduzione di S (Stevenson e Cole, 1999). S è prontamente 
adsborbito dalla superficie minerale presente all’interno del suolo ed è, quindi, 
particolarmente esposto ad ossidi di Fe e Al. L’aggiunta di materiale organico al 
suolo riduce l’adsorbimento di SO4
--
 nei suoli forestali acidi (Johnson, 1984); 
pertanto, le immissioni di biochar possono portare ad un incremento delle 
concentrazioni di S nella soluzione circolante di suoli acidi ricchi in Fe. 
 
1.6 Effetti del biochar sulla lisciviazione dei nutrienti 
 
La lisciviazione è un importante fenomeno che rientra all’interno del ciclo degli 
elementi nutritivi in agricoltura (Brady e Weil, 2008). Per i nutrienti che si trovano 
dispersi nella soluzione circolante una migrazione di anioni deve essere 
accompagnata da un’equivalente migrazione di cationi per mantenere lo stato di 
elettro-neutralità. Come tale, la perdita di molecole di nitrati, altamente mobili dopo 
una fertilizzazione azotata, o la mineralizzazione di sostanza organica può avvenire 
solo con la perdita di cationi come Ca, K, Mg ecc. La quantità di nutrienti essenziali 
per la nutrizione vegetale, perduta per lisciviazione, può essere veramente 
considerevole: perdite superiori al’80% per l’N applicato (Lehmann et al., 2004), 
172% del Ca applicato (Omoti et al., 1983) e il 136% di Mg applicato (Cahn et al., 
1993). La lisciviazione, a seconda delle proprietà del suolo e dei suoi processi, può 
essere altamente variabile sia nel tempo che nello spazio. 
Il biochar riduce la lisciviazione dei nutrienti sia all’interno della sua struttura 
(Dünisch et al., 2007) che dopo essere stato applicato al suolo (Lehmann et al., 
2003). I diversi biochar presentano proprietà fisiche e chimiche che possono avere un 
impatto sulla lisciviazione dei nutrienti tramite l’azione percolante dell’acqua.  
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1. Proprietà fisiche 
La capacità di ritenzione idrica nel suolo è dovuta anche al contenuto di materia 
organica presente in esso e, quindi, gli ammendanti organici incrementano la capacità 
di ritenzione idrica nel suolo. Prove empiriche suggeriscono che i suoli sabbiosi 
ammendati con il biochar possono incrementare il contenuto di acqua, mentre si ha 
l’effetto contrario in suoli argillosi (Tryon, 1948). Attraverso studi effettuati in suoli 
argillosi dell’Amazzonia ammendati con biochar, è stato dimostrato che si aveva una 
minore percolazione nei suoli ammendati rispetto a quelli non trattati, con una 
maggior crescita delle colture nei primi (Lehmann et al., 2003). Questo indica che, in 
suoli argillosi, il biochar può indirettamente ridurre la mobilità dell’acqua attraverso 
l’incremento della quantità di biomassa prodotta dalla pianta. Nei terreni sabbiosi, 
invece, questo meccanismo può essere integrato dalla ritenzione di acqua attuata 
direttamente dal biochar.  
Questo suggerisce che l’applicazione di biochar nel terreno può modificare 
l’idrologia del suolo in linea con i tassi di aggregazione. L’aggregazione del suolo 
favorisce l’infiltrazione dell’acqua; così, la quantità di acqua movimentata attraverso 
il terreno viene aumentata. Questo può incrementare la lisciviazione di ioni solubili e 
mobili come i nutrienti. 
L’acqua è usualmente considerata mobile quando è presente in pori di dimensioni 
dell’ordine di decine di micrometri (es. 30 μm) (Brady e Weil, 2008). In accordo con 
la definizione della Soil Science Society of America (1997), i macropori (>80 μm) 
portano ad un rapido flusso di acqua attraverso il suolo per azione della gravità e, 
dopo forti precipitazioni, possono causare eventi di lisciviazione molto pronunciati 
(Renck e Lehmann, 2004). I mesopori (tra i 30 μm e gli 80 μm) permettono all’acqua 
di muoversi in risposta a differenze di potenziale matriciale, mentre i micropori (< 30 
μm) trattengono l’acqua al loro interno. In alcuni biochar è stato riscontrato un 
elevato contenuto di micropori (< 2 x10
-3
 μm) (Tseng e Tseng, 2006); questa porosità 
probabilmente contribuisce all’adsorbimento dei nutrienti tramite la cattura delle 
sostanze nutritive contenute nell’acqua trattenuta capillarmente. 
Se il 95% dei pori del biochar è < 2 x 10
-3
 μm di diametro, la mobilità dell’acqua 
all’interno del suolo sarà ridotta. Nei suoli sabbiosi, dove la quantità volumetrica di 
acqua trattenuta diminuisce drasticamente all’aumentare del potenziale matriciale 
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(per es come accade nei terreni secchi), le particelle del biochar possono trattenere un 
elevato volume di acqua anche in presenza di elevati livelli di potenziale matriciale. I 
nutrienti disciolti in questa soluzione possono essere così trattenuti vicino alla 
superficie del suolo se la soluzione rimane immobile o si muove molto lentamente. 
Alcune prove suggeriscono che la porosità del biochar contribuisca al diretto 
adsorbimento di nutrienti attraverso interazioni di carica o con legami covalenti. 
L’elevata porosità del biochar in aggiunta ad un’alta superficie specifica, sulla quale 
le molecole sia di natura idrofoba che idrofila possono essere adsorbite, dipendono 
dalla presenza dei gruppi funzionali sul biochar.  
La lisciviazione di nutrienti organici e inorganici adsorbiti da grosse particelle di 
biochar può essere ulteriormente ridotta o facilitata dal trasporto di sostanze 
colloidali con piccole particelle. I colloidi caricathi negativamente facilitano 
l’allontanamento di metalli e inquinanti organici all’interno del suolo (Sen e Khilar, 
2006).  
 
2. Proprietà chimiche 
Il biochar possiede un’elevata CSC, come dimostrato dalla presenza sulla sua 
superficie di un’elevata concentrazione di cariche negative e dall’adsorbimento di 
materia organica carica sulla sua superficie (Liang et al., 2006). Come nel caso delle 
argille, questa elevata CSC può promuovere l’aggregazione delle particelle di suolo 
dove la materia organica e i minerali si legano reciprocamente tra loro e con il 
biochar. I processi abiotici sono molto significativi nel promuovere l’ossidazione 
delle superfici di un biochar fresco rispetto ai processi biotici, se si parla di brevi 
periodi di tempo (per es. mesi). Infatti, in presenza di elevate temperature si ha 
l’ossidazione e la creazione di cariche negative negli strati profondi delle particelle 
dell’ammendante.  
Il biochar fresco è di natura idrofoba ed adsorbe molecole idrofobe, come 
contaminanti organici (Bornemann et al., 2007). Le forme organiche idrofobe dei 
nutrienti (es. N, P e S) possono venire adsorbite dalle particelle del biochar, effetto 
che potrebbe dipendere sia dalla dimensione che dalla composizione delle 
macromolecole e delle temperature (Pignatello et al., 2006). 
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Si presume che il biochar possa agire seguendo vie differenti per diminuire la 
lisciviazione delle sostanze nutritive: 
1) L’applicazione del biochar al suolo incrementa la capacità di ritenzione idrica 
grazie alla presenza di particelle porose all’interno dell’ammendate che trattengono 
l’acqua al loro interno e riducono così la sua mobilità; 
2) L’applicazione di biochar fresco adsorbe nutrienti di natura organica idrofoba; 
3) La carica superficiale del biochar aumenta, migliorando la CSC e aumentando la 
colonizzazione dei microrganismi al suo interno. 
 
2 Biochar e metalli pesanti 
 
La contaminazione del suolo è il risultato di un eccesso di qualsiasi elemento o 
composto dovuto all'esposizione diretta o secondaria, che provoca una reazione 
tossica per il biota o per gli esseri umani causando rischi ambientali inaccettabili 
(Adriano, 2001; Abrahams, 2002; Vangronsveld et al., 2009). Molte ricerche sono 
state effettuate per ridurre la concentrazione di questi contaminanti all’interno del 
terreno. Ammendanti ricchi di carbonio, come il carbone attivo ed il biochar, sono 
stati impiegati al fine di bonificare il suolo dai sedimenti per la loro capacità di 
ridurre la biodisponibilità dei contaminanti e, quindi, il rischio (Brändli et al., 2008; 
Cho et al., 2009). 
È stato osservato che i contaminanti organici vengono facilmente adsorbiti sulla 
superficie di tali materiali carboniosi o degradati dai microrganismi; per quanto 
riguarda i contaminanti inorganici, come i metalli pesanti, essi non possono essere 
degradati per azione microbica quindi sono di grande rilevanza ecologica perché 
hanno il maggiore impatto ambientale immediato (Temminghoff et al., 1998; 
Madejón et al., 2009; Moreno-Jiménez et al., 2009, 2011; Beesley e Dickinson, 
2010). A questo riguardo il biochar può ridurre la biodisponibilità dei 
metalli/metalloidi immobilizzandoli all'interno della matrice del suolo (Bolan et al., 
2003; Clemente et al., 2006) e ridurre in questo modo i rischi.  
A differenza dei carboni attivi che sono completamente carbonizzati, alcuni biochar 
presentano una certa percentuale di materia organica amorfa (Chun et al., 2004), 
comportandosi allo stesso modo della materia organica già presente nel terreno. 
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Come tali, essi vengono utilizzati per ridurre la contaminazione del terreno e 
aumentarne la fertilità (Cao et al. 2009; Spokas et al. 2009; Yu et al. 2009; Beesley et 
al. 2010; Zhang et al. 2010; Gomez-Eyles et al. 2011). 
Il biochar può divenire un’importante fonte per ridurre i contaminanti nei siti dove la 
lisciviazione e la percolazione sono legate alla porzione superficiale del suolo 
(Robinson et al., 2007): Questa riduzione dipende però da fattori come la quantità di 
contaminante che il biochar può trattenere e la durata del complesso contaminante-
biochar, che dipendono dalle modalità di produzione dello stesso (Gell et al, 2011). 
Aumentando la temperatura di pirolisi si ha una riduzione del numero di micropori 
ed una conseguente diminuzione dell’assorbimento dei metalli. Diversi studi hanno 
dimostrato che l’efficienza di adsorbimento del biochar diminuisce a causa della 
concorrenza dei diversi metalli per i suoi siti (Yang e Sheng, 2003a;. Zhang et al., 
2010).  
Se da un lato l’adsorbimento di composti inquinanti come i pesticidi è vantaggioso 
per ridurre i residui di questi nelle colture (Yu et al., 2009), dall’altro però attenua 
l’effetto del principio attivo applicato e quindi induce un aumento della dose 
d’applicazione (Yu et al., 2006; Spokas et al., 2009; Kookana, 2010). Come già 
riportato sopra, le superfici del biochar, oltre ad attrarre elementi inquinanti del 
suolo, possono requisire anche sostanze nutritive importanti per la crescita della 
pianta e quindi compromettere la resa della coltura. Uchimiya et al. (2010) hanno 
studiato gli effetti del biochar derivato da una lettiera di polli da carne e del carbone 
attivo derivato dal guscio di noce americano circa la capacità di immobilizzare Cu, 
Ni e Cd. Dal confronto è emerso che il biochar presenta una maggiore affinità di 
assorbimento per il rame, mentre il carbone attivo riduce le concentrazioni di Cd ed 
Ni. In un suolo franco-sabbioso con una intrinseca bassa capacità di retenzione per il 
Cu, è stato suggerito (Uchimiya et al., 2011a) che la CSC era il meccanismo primario 
con il quale il biochar aumentava la ritenzione del Cu, mentre in un suolo alcalino 
ricco di argilla e dotato di una capacità di ritenzione per il Cu maggiore 
l’assorbimento sui componenti minerali (ceneri) del biochar era il responsabile della 
ritenzione. In aggiunta, il biochar aumenta il tasso al quale la soluzione del suolo 
arriva all’equilibrio (adsorbimento-desorbimento isteresi) (Uchimiya et al., 2011b) e 
ciò può aumentare il tasso di assorbimento di ulteriori contaminanti aggiunti al suolo. 
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Chiaramente, i parametri specifici del suolo influenzano la complessazione e la 
competizione tra gli elementi e l’effetto del biochar sulla chimica del suolo. 
Nel caso di concentrazioni fitotossiche di metalli, gli studi effettuati in suoli vicini a 
fiumi contaminati da Cd e Zn, ammendati con biochar ottenuto da legno, duro hanno 
mostrato significative riduzioni nelle concentrazioni di entrambi i metalli nell’acqua 
interstiziale raccolta durante 60 giorni di esposizione (Beesley et al., 2010). Novak et 
al. (2009) hanno osservato un decremento nella concentrazione di zinco nel percolato 
dopo l’aggiunta di piccole quantità (0.2%) di una miscela di noci di pecan e biochar 
in suoli agricoli acidi, probabilmente associato ad un aumento del pH, mentre Laird 
et al. (2010) hanno osservato che il recupero dal percolato di Zn, aggiunto tramite 
letame essiccato a lisimetri contenenti un terreno argilloso e biochar, è diminuito con 
l'aumento dei tassi di applicazione biochar (0-20 g biochar/kg suolo). Nello studio, 
Cu, P, K, Mg e Ca diminuivano dopo l’aggiunta del biochar. Fellet et al. (2011) 
hanno ammendato terreni sterili situati vicini a miniere con 0-10% di biochar 
derivato da frutteti di prugne trovando che, ad un aumento del pH e CSC, 
corrispondeva una riduzione della concentrazione di Cd, Pb e Zn. 
Un recente studio condotto da Chen et al. (2011) ha messo a confronto due diversi 
biochar con la finalità di analizzare il loro diverso assorbimento di metalli pesanti. Il 
primo biochar (HW450) è stato ottenuto da legni duri a 450°C per un tempo di 5 
secondi; l’altro (CS600) è stato prodotto da stocchi di mais con una pirolisi lenta a 
temperature di 600°C per due ore. HW450 era debolmente acido, mentre CS600 era 
altamente alcalino; inoltre, il rapporto molare fra ossigeno e carbonio è stato 
utilizzato per individuare la capacità idrofila superficiale (importante poiché indica il 
contenuto di gruppi polari), indicando che HW450 era più idrofilo di CS600 in 
quanto aveva un alto rapporto O/C. La superficie specifica ed il totale dei volumi dei 
pori di CS600 erano più elevati di quelli di HW450 e ciò è coerente con precedenti 
studi che hanno evidenziato come ad un aumento di T di pirolisi corrisponda un 
incremento della superficie specifica e dei pori. Questo può avere un certo impatto 
sull’assorbimento dei diversi metalli pesanti. È stato inoltre accertato che il tipo e la 
concentrazione di gruppi funzionali superficiali svolgono un ruolo importante sulla 
capacità di adsorbimento e sul meccanismo di rimozione delle sostanze adsorbite. 
HW450 presentava un numero maggiore di ossigeni all’interno dei gruppi funzionali 
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e conseguentemente un più alto rapporto O/C. Nonostante ciò esso ha mostrato di 
avere una bassa capacità di adsorbimento di metalli pesanti suggerendo che la 
superficie specifica era più importante della presenza dei gruppi funzionali. 
Studiando l’adsorbimento di rame e zinco si è notato che si aveva un incremento 
all’aumentare del pH (fino a pH 5) e che questo era più pronunciato per CS600 
rispetto a HW600. 
La maggior efficienza di adsorbimento dei metalli per i due diversi biochar è stata 
osservata a 1 g di biochar per litro. Per quanto concerne il rame questa era di 11.8 
mg/g per CS600 e di 3.71 mg/g per HW450. Con l’aumento della concentrazione di 
biochar si è inoltre notato che si aveva una riduzione dell’adsorbimento di rame di 10 
volte quando la concentrazione di biochar passava da 1 a 50 g /l. Questo risultato può 
esser spiegato tenendo conto che a concentrazioni più elevate di biochar si ha anche 
una aggregazione maggiore. D’altro canto, però, l’aumento della concentrazione del 
biochar portava ad un incremento dei tassi di rimozione del rame. È stato osservato 
che SC600 mostrava una buona affinità tra i siti di legame ed il rame rispetto 
all’HW450. Negli ambienti naturali il rame e lo zinco coesistono in siti urbani 
contaminati; lo studio ha osservato la competizione che vi è fra questi due metalli 
pesanti, dimostrando che non si ha nessun tipo di concorrenza quando le 
concentrazioni dei due metalli sono basse. Di contro, ad alte concentrazioni di rame 
(>1 mM) si aveva una riduzione dell’assorbimento di zinco. In conclusione, si è 
accertato e nuovamente confermato che il biochar ha una più alta affinità 
nell’adsorbire il rame rispetto allo zinco. 
Altri studi effettuati da Park et al. (2011) si sono basati su un confronto tra due 
terreni in vaso, uno inquinato ed uno no e due diversi biochar, uno derivato da 
pollina e l’altro da materiale vegetale prodotti a 550°C. I vasi sono stati preparati con 
300 g di terreno contaminato e 1, 5, 15% dei due biochar e dopo circa una settimana 
sono stati seminati con senape indiana. Dalle analisi effettuate si è evinto che i due 
biochar aumentavano significativamente l’immobilizzazione del cadmio e del 
piombo nel terreno, mentre erano meno efficaci nei confronti del rame. Ciò può esser 
attribuito alla maggior mobilità del rame nella soluzione circolante a causa 
dell’aumento della concentrazione di carbonio organico disciolto con aggiunta di 
biochar (Beesley et al., 2011).  
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Per quanto riguarda la crescita delle piante, la crescente concentrazione di biochar 
non ha portato ad un proporzionale aumento della biomassa secca e delle radici. Per 
questo esperimento si è ritenuto ideale l’ammendamento del terreno con l’1% di 
biochar che ha permesso alla pianta di riprendere la sua regolare crescita e le varie 
funzioni vitali grazie alla riduzione della tossicità dei metalli per immobilizzazione 
ed alla fornitura di sostanze nutritive. La riduzione della tossicità dei metalli può 
portare ad un aumento della respirazione del suolo, al’aumento delle sostanze 
nutritive e alla crescita delle piante rafforzando in tal modo l’attività microbica e la 
decomposizione della materia organica del suolo. 
 
3 Composti fenolici 
 
 
Figura 3- Fenolo 
 
I composti fenolici rappresentano una delle principali classi di metaboliti 
secondari, i quali comprendono un ampio spettro di sostanze molto eterogenee, tutte 
caratterizzate dalla presenza di un anello aromatico con uno o più sostituenti 
ossidrilici. In alcuni casi la funzione ossidrilica può essere sostituita da una O-
metilazione o da altro tipo di sostituzione. Inoltre, molti composti, accanto agli -OH 
fenolici, contengono altri gruppi funzionali che influenzano le loro proprietà 
chimico-fisiche. 
Sebbene un cospicuo numero di sostanze fenoliche sia stato ritrovato in organismi 
animali, la presenza di una frazione fenolica è una caratteristica peculiare dei tessuti 
vegetali. I fenoli sono particolarmente importanti nei prodotti ortofrutticoli in cui 
hanno un ruolo preminente nel determinare colore e sapore. In particolare, si associa 
agli acidi fenolici il sapore acidulo, ai tannini l’astringenza, mentre il sapore amaro è 
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spesso associato ad alcuni flavonoidi quali naringenina e neoesperidina. Il colore, 
infine, viene determinato dalla presenza degli antociani e dalle loro caratteristiche 
reazioni di copigmentazione. 
Il contenuto dei composti fenolici nei tessuti vegetali varia in funzione della 
specie, della varietà, dell’organo considerato, dello stadio fisiologico e delle 
condizioni pedoclimatiche. Accanto alle forme monomere vi sono quattro importanti 
gruppi di polimeri fenolici: lignine, tannini, melanine e suberina. Attualmente sono 
state identificate diverse migliaia di strutture fenoliche, tra le quali la classe dei 
flavonoidi é quella numericamente più consistente (sono stati identificati oltre 4000 
glicosidi e più di 1800 agliconi appartenenti a questa classe nella quale si fanno 
rientrare 13 tipi di flavonoidi sensu stricto ed almeno 10 tipi di isoflavonoidi). 
Nei vegetali, i composti fenolici si ritrovano principalmente sotto forma di glicosidi, 
ossia legati ad una molecola di zucchero, soprattutto in parti della pianta quali foglie, 
fiori, frutti e semi. Gli agliconi, ovvero le molecole prive di zucchero, sono invece 
diffusi soprattutto nei tessuti legnosi e nei semi. I composti fenolici si accumulano 
preferenzialmente negli organi aerei piuttosto che nelle radici e maggiormente negli 
strati epidermici e sub-epidermici dei vari tessuti della pianta per l’effetto induttore 
della luce sul metabolismo fenolico. La lignina, la sostanza organica piu abbondante 
nelle piante dopo la cellulosa, è un’eccezione rappresentando l’unico composto 
fenolico che si accumula in maniera significativa nelle radici delle piante. 
I fenoli semplici (C6) [es. guaiacolo] non si ritrovano frequentemente nei tessuti 
vegetali. Tra i composti C6 vanno citati alcuni chinoni (plastochinone, ubichinone, 
etc.) presenti nei cloroplasti e nei mitocondri delle cellule vegetali, i quali sono 
coinvolti nelle reazioni del metabolismo primario. Gli acidi fenolici, in particolare gli 
acidi salicilico, p-idrossibenzoico, protocatecuico, vanillico e siringico sono 
universalmente distribuiti nelle piante soprattutto in forma di esteri O-glicosidi, ma 
molto spesso in forma legata come costituenti della frazione alcol-insolubile dei 
tessuti vegetali, dove sono in parte legati alla lignina tramite legami esteri. L’acido 
gallico, infine, lo si ritrova preferenzialmente nelle specie legnose, dove può essere 
presente in forma solubile come estere dell’acido chinico o legato al glucosio nei 
gallotannini (tannini idrolizzabili). 
  
50 
 
La classe dei fenilpropanoidi (C6-C3) rappresenta un gruppo di sostanze 
ampiamente diffuse nelle piante e caratterizzate dalla presenza di un anello aromatico 
con una catena alifatica laterale con tre atomi di carbonio. Tra gli acidi 
idrossicinnamici quelli più frequentemente ritrovati sono gli acidi caffeico, 
universalmente diffuso nelle piante superiori, p-cumarico, ferulico e sinapico. 
Generalmente, questi composti si ritrovano in forma coniugata e la loro presenza in 
forma libera è la conseguenza dell’idrolisi chimica o enzimatica verificatosi durante 
l’estrazione dei tessuti vegetali. Gli acidi idrossicinnamici ed i loro derivati possono 
esistere sia in forma cis che in forma trans, interconvertibile l’una nell’altra 
specialmente per effetto dalla luce UV: la forma prevalente in natura è quella trans, 
poiché è la forma più stabile. Le cumarine, frequentemente ritrovate in natura 
sottoforma di β-O-D-glucosidi, sono dei composti che, da un punto di vista 
strutturale, possono essere considerati dei derivati lattonici dell’acido 2-
idrossicinnamico caratterizzati da un ampio pattern di ossigenazione sul nucleo 
benzopiranico. Le cumarine più comuni nei tessuti vegetali sono l’esculetina e la 
scopoletina, corrispondenti strutturalmente agli acidi caffeico e ferulico. 
Gli stilbeni (C6-C2-C6) sono ampiamente diffusi in alcune Briofite ed in piante 
superiori. Sono composti formati da due anelli benzenici separati da un etano o da un 
ponte etenico ed agiscono, in genere, da fitoalessine e da regolatori di crescita.  
I flavonoidi (C6-C3-C6) 
costituiscono una delle più tipiche classi 
di composti fenolici presenti nelle 
piante. La struttura chimica di questi 
composti, presenti in tutte le parti della 
pianta, é basato su uno scheletro C15 
con un anello cromonico legato ad un 
secondo anello aromatico (B) in posizione 2, 3 o 4. In alcuni casi l’anello eterociclo 
C può presentarsi in una forma isomerica aperta (calconi). I vari sottogruppi di 
flavonoidi vengono classificati in base allo stato di ossidazione dell’anello 
eterociclico ed alla posizione dell’anello B. Molti di questi hanno l’anello B in 
posizione 2 sull’anello eterociclo (flavanoni, flavoni, flavonoli ed antocianine), negli 
isoflavonoidi l’anello B è in posizione 3 mentre nelle 4-fenilcumarine 
Figura 4- Flavonoide 
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(neoflavonoidi) l’anello B è in posizione 4. Esistono, infine, delle strutture 
oligomeriche quali i biflavonoidi [(C6-C3-C6)2] e le proantocianidine [(C6-C3-
C6)n]. 
Normalmente i flavonoidi si ritrovano in natura in forma glicosilata, con diversi 
tipi di zucchero attaccati ai gruppi -OH. Gli zuccheri, a loro volta, possono essere 
legati ad un sostituente acilico quale malonato, p-cumarato, caffeato e ferulato. 
Infine, i flavoni, a differenza di altri tipi di flavonoidi, possono formare dei C-
glicosidi impegnando le posizioni 6 ed 8 dello scheletro base. 
Vanno infine ricordate le quattro principali classi di polimeri fenolici: melanine, 
lignine, tannini e suberina. Il processo di polimerizzazione può essere visto come 
parte di una strategia mirante a ridurre la possibilità che le sostanze fenoliche 
interferiscano con i processi metabolici cellulari. La lignina (da lignum, legno) la si 
ritrova come costituente integrale della parete cellulare di tutte le piante vascolari, 
incluse le specie erbacee, associata alla matrice cellulosica tramite ponti idrogeno o 
legami covalenti. Questo polimero dà un contributo alla tensione esercitata dalla 
parete sul contenuto cellulare mentre non sembra influenzare le caratteristiche di 
elasticità della parete stessa. L’attitudine delle piante a formare lignina viene 
considerato un fattore decisivo nel processo di adattamento delle piante all’habitat 
terrestre. Soltanto la formazione di pareti cellulari lignificate fa sì che piante legnose 
ed alberi abbiano un fusto rigido ed elementi conduttori per il trasporto di acqua. 
I tannini sono polimeri raggruppabili, essenzialmente, in due distinti sottogruppi 
sulla base delle loro caratteristiche strutturali. I tannini condensati o proantocianidine 
sono polimeri del flavan-3-olo normalmente non associati a zuccheri, mentre i 
tannini idrolizzabili sono polimeri che per idrolisi acida, basica o, in alcuni casi, 
enzimatica, liberano zuccheri (normalmente D-glucosio) o polioli analoghi ed un 
acido fenolico. L’importanza della presenza dei tannini nei tessuti vegetali sta nel 
fatto che questi composti sono efficaci come repellenti nei confronti di predatori e 
parassiti. Una loro caratteristica peculiare, infatti, è l’astringenza, una proprietà 
legata alla precipitazione delle proteine salivari che rende i tessuti vegetali sgradevoli 
per gli animali e che impedisce l’invasione dei tessuti vegetali da parte di organismi 
parassiti immobilizzando gli enzimi extracellulari.  
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Questa grande varietà di strutture fenoliche riflette un’altrettanto grande 
diversificazione delle loro funzioni. I composti fenolici possono: 
– proteggere la pianta dagli erbivori e dagli insetti fungendo da repellenti; 
– fungere da schermo nei confronti delle radiazioni UV – favoni e flavonoli, due 
importanti gruppi appartenenti alla classe dei flavonoidi e contenuti nei vacuoli delle 
cellule epidermiche delle foglie, sono in grado di proteggere le cellulle da un eccesso 
di radiazione UV in quanto in grado di assorbire le radiazioni elettromagnetiche 
denominate UV-B (280-320 nm), lasciando invece passare le radiazioni del visibile 
che sono importanti ai fini della fotosintesi; 
– fungere da difesa rispetto agli insetti e dalle infezioni indotte dai patogeni 
microbici ricoprendo il ruolo di antibiotici – alcuni composti aventi struttura 
riconducibile agli isoflavonoidi, altro importante gruppo dei flavonoidi, hanno 
mostrato attivita insetticida. Gli isoflavonoidi rappresentano anche delle 
“fitoalessine” ossia composti dotati di attivita antimicrobica, prodotti ed accumulati 
in grande quantita a seguito di infezioni indotte da batteri e funghi allo scopo di 
arginare l’invasione da parte dei patogeni. Il meccanismo di tossicita dei tannini e 
invece correlato alla capacita di questi composti di inibire gli enzimi extracellulari 
dei patogeni. Gli stessi tannini rappresentano dei deterrenti nell’alimentazione degli 
insetti; 
– costituire un sostegno meccanico – è il caso ad esempio, della lignina, della 
suberina e di altri costituenti presenti nella parete cellulare; 
– rappresentare dei pigmenti fiorali capaci di attrarre gli impollinatori e gli animali in 
grado di effettuare la dispersione del frutto – i pigmenti delle piante appartengono 
principalmente ai carotenoidi (terpenoidi) e ai flavonoidi (composti fenolici). Tra i 
flavonoidi, alle antocianine e attribuibile la maggior parte delle colorazioni rosa, 
rosso, porpora e blu. Diversi impollinatori hanno spesso preferenze diverse per i 
colori. Oltre alle antocianine, flavoni e flavonoli assorbono a lunghezze d’onda 
minori rispetto alle antocianine e, pur non essendo visibili all’occhio umano, lo sono 
per molti insetti, api comprese. I flavonoli formano nei fiori le cosiddette “guide del 
nettare” ossia cerchi concentrici, macchie e strisce che servono a guidare gli insetti 
verso le posizioni di polline e nettare; 
  
53 
 
– fungere da inibitori di crescita rispetto a piante competitrici che crescono nelle 
immediate vicinanze della pianta che li produce – lo studio degli effetti sulle altre 
piante dei metaboliti primari e secondari rilasciati da foglie e radici di una pianta si 
chiama “allelopatia”. Questi effetti includono l’inibizione della germinazione dei 
semi o della crescita con l’obiettivo di eliminare dei competitor per luce, acqua, 
elementi nutritivi. L’acido caffeico e l’acido ferulico sono esempi di composti che in 
laboratorio hanno mostrato attivita allelopatica. 
 
4 Scopo della tesi 
 
Attualmente in molte zone del mondo si riscontrano problemi che riguardano 
l’inquinamento di terreni agricoli da parte di metalli nocivi sia per la satute delle 
piante, dell’uomo e degli animali. Da qui la necessità di trovare possibili rimedi il più 
ecocompatibili possibili, in grado di attenuare i danni ambientali, e di salvaguardare 
la sicurezza alimentare (food safety) dei prodotti agricoli. 
E’ noto che il metabolismo dei vegetali è fortemente influenzato dalla presenza di 
metalli in eccesso nei vari compartimenti cellulari. Il rame, essendo un metallo 
redox, può determinare uno stress ossidativo che porta ad una maggiore produzione 
di specie reattive dell’ossigeno (ROS) che, se non adeguatamente contrastata, può a 
sua volta causare danni al biochimismo dell’organismo vegetale. Le piante riescono a 
controllare il danno cellulare attivando una serie di difese antiossidative enzimatiche 
e non.  
Il consumo di frutta e verdura freschi permettono di assumere notevoli quantità di 
antiossidanti che sono le molecole attraverso le quali i tessuti vegetali stessi si 
difendono dallo stress ossidativo. Proprio queste stesse molecole esercitano 
un’azione antiradicalica anche nell’uomo e vi sono molte evidenze che dimostrano 
che una loro assunzione costante con la dieta prevenga l’insorgere o migliori le 
condizioni cliniche di pazienti affetti da malattie degenerative, cardiovascolari e 
tumorali. 
Lo scopo della tesi è stato quello di indagare in foglie di lattuga il danno ossidativo 
dovuto alla presenza di rame nel suolo e le variazioni indotte dall’ammendamento 
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con biochar sul metabolismo dei composti fenolici (acidi fenolici e flavoinoidi in 
particolare). 
 
5 Materiali e metodi 
 
5.1 Preparazione del substrato e crescita 
 
Il terreno utilizzato per la sperimentazione è stato prelevato in località San Piero a 
Grado da un’area agricola facente parte del Centro Interdipartimentale di Ricerche 
Agro-Ambientali “Enrico Avanzi” (CIRAA) dell’Università di Pisa. Le 
caratteristiche chimico-fisiche del terreno utilizzato nella sperimentazione sono 
riportate nella Tabella. 
 
Tabella 1- Analisi del terreno 
Parametri Valori 
Sabbia (g/kg) 659 
Limo (g/Kg) 226 
Argilla (g/kg) 115 
Carbonio Organico (g/kg) 9.63 
Azoto totale (g/kg) 56.1 
pH 8.2 
CSC (cmoli
(+)
/kg) 7.5 
C/N 9.4 
CE (dS/m) 0.8 
 
Come si può osservare dalla tabella, il terreno è franco sabbioso, con una reazione 
sub-alcalina, una fertilità nella norma ed un contenuto in carbonio organico buono. 
La CSC ha valori tendenzialmente bassi. 
Dopo il prelievo il terreno è stato fatto equilibrare per 20 giorni sottoponendolo ad 
alcuni cicli di bagnatura/asciugatura dopodichè è stato ripulito in maniera grossolana 
dai sassi e dai residui di radici delle precedenti colture. L’esperimento è stato 
condotto in vaso utilizzando quattro tesi, ognuna costituita da dieci vasi di plastica 
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neri con diametro di 10 cm ed alti 15 cm. Sul fondo di ciascuno di essi è stato posto 
uno strato di argilla espansa per assicurare il corretto drenaggio dell'acqua ed un 
dischetto di carta da filtro per tappare i fori del vaso ed evitare perdite di substrato. 
La prima tesi era costituita da un controllo (C, controllo) con 400 g di suolo non 
addizionato né con rame né con biochar. Nella seconda tesi (B, biochar) i dieci vasi 
sono stati riempiti con 360 g di terreno e 40 g di biochar ognuno (per avere una 
concentrazione di biochar che fosse l’1% in peso) adeguatamente mescolati. Nella 
terza tesi (R, rame) in ogni vaso sono stati aggiunti 400 g di terreno al quale è stato 
addizionato un volume appropriato di una soluzione madre di rame CuSO4 250 mM 
per ottenere una concentrazione finale di rame (Cu) pari a 100 ppm (µg/g) ovvero 
1.57 mM. Nella quarta tesi (RB) ogni vaso è stato riempito con 360 g di terreno e 40 
g di biochar e addizionato con il medesimo volume della soluzione di CuSO4 
precedentemente utilizzata. 
Dopo aver fatto equilibrare i vasi per 10 giorni, è stato effettuato il trapianto con 
piantine di insalata (Lactuca sativa L.) varietà ‘Batavia Manade’ acquistate in vasetti 
alveolari da un orto–floro vivaista locale. Durante il trapianto si è prestata particolare 
attenzione all’eliminazione di tutta la torba che circondava le radici con ripetuti 
lavaggi con acqua. È stata poi allestita una piccola serra-tunnel in località San Biagio 
(PI), ricoperta con film plastico trasparente per evitare l’influenza delle precipitazioni 
atmosferiche. 
Dopo il trapianto ed il successivo attecchimento delle piantine, ogni due giorni si è 
provveduto a somministrare 10 ml di una soluzione nutritiva (soluzione di 
Hoagland). I vasi erano dotati di sottovasi in modo da poter recuperare l’eventuale 
percolato e poterlo riaggiungere al substrato. Dopo circa due mesi, quando le 
pianticelle erano sufficientemente sviluppate, è stato effettuato il prelievo con 
asportazione della parte epigea della pianta. Il prelievo è stato effettuato trasportando 
i vasi presso la sezione di Chimica Agraria del Dipartimento di Scienze Agrarie, 
Alimentari e Agro-ambientali dell’Università di Pisa. Il materiale fresco prelevato 
dai vasi di ciascuna tesi è stato accuratamente lavato per togliere residui di terreno, 
privato delle foglie non significative poiché danneggiate ed infine riunito. In seguito, 
sono stati pesati tre campioni da 10 g per il seguente processo di liofilizzazione, tre 
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campioni da 0.5g per la determinazione della sostanza secca ed il restante materiale è 
stato suddiviso in aliquote da 0.5g per le altre determinazioni. 
 
                   
Figura 5- Controllo                                       Figura 6- Biochar 
 
                   
Figura 7- Rame                                                Figura 8- Rame+Biochar 
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Figura 9- Controllo particolare                         Figura 10- Biochar particolare 
 
                    
Figura 11- Rame particolare                            Figura 12- Rame+Biochar particolare 
 
 
5.2 Estrazione di acidi fenolici, flavonoidi e cianidina  
 
L’estrazione è stata eseguita in mortaio utilizzando 7 mL di metanolo al 70% 
contenente l’1% di HCl. Il materiale di partenza era costituito da 0.2 g di foglie 
liofilizzate e l’operazione è stata svolta rigorosamente al buio per evitare la 
degradazione della cianidina. L’estrazione è stata completata sottoponendo il 
campione ad ultrasuoni per 30 minuti. Dopo centrifugazione a 10000 giri per 15 
minuti a 4°C, il surnatante è stato prelevato, filtrato e conservato a -20 °C. 
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5.3 Determinazione degli acidi fenolici liberi mediante HPLC 
 
L’HPLC (High Pressure Liquid Chromatography), è una tecnica che permette di 
separare due o più composti presenti in un solvente sfruttando l’equilibrio di affinità 
tra una “fase stazionaria” posta all’interno della colonna cromatografica e una “fase 
mobile” che fluisce attraverso essa. Una sostanza più affine alla fase stazionaria 
impiega tempo maggiore a percorrere la colonna cromatografica (tempo di 
ritenzione), rispetto ad una sostanza con bassa affinità per la fase stazionaria e alta 
per la fase mobile. 
Gli acidi fenolici, essendo acidi deboli, possono essere efficientemente separati 
tramite HPLC con una colonna in fase inversa modificando il pH dell’eluente con 
acido acetico al 2%, in modo da favorire lo spostamento della reazione di 
dissociazione dell’acido verso la forma più indissociata e rendere la sostanza poco 
polare e quindi più compatibile con la fase stazionaria. 
Il metodo utilizzato prevede una durata della corsa di 60 minuti poiché permetteva di 
ottenere il miglior rapporto tra la separazione dei picchi e la durata della corsa.  
Sono stati iniettati 20 L dell’estratto filtrato in un sistema per HPLC Waters 
(Milford, MA) modello 515 fornito di colonna di gel di silice C18 150 mm x 3.9 mm 
(NovaPak, Waters, Milford, MA). L’assorbanza del campione è stata letta a 280 nm 
utilizzando un detector UV-visibile 2487 dual  ( Waters, Milford, MA), l’analisi dei 
cromatogrammi è stata effetuata tramite il software Millennium 32 (Waters, Milford, 
MA).  
La fase mobile A conteva acido acetico al 2% mentre la fase mobile B conteneva 
acqua con acido acetico al 2% e acetonitrile al 30%. Entrambe le fasi mobili prima 
dell’utilizzo venivano degassate insufflando elio.  
I picchi cromatografici dei campioni sono stati identificati e quantificati mediante 
confronto con un mix di standard contente i diversi acidi. La miscela di standard, in 
quantità scalari note, è stata iniettata per poter derivare una relazione lineare tra 
l’area media dei picchi e la quantità usata. La relazione di linearità, evidenziata con 
gli standard, consente di determinare la quantità dei singoli acidi fenolici estratti per 
l’estrapolazione della curva di taratura in un intervallo di valori compreso tra 0.2 e 2 
g. Gli acidi fenolici determinati sono: acido gallico, acido protocatecuico, acido p-
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idrossibenzoico, acido clorogenico, acido vanillico, acido caffeico, acido siringico, 
acido cumarico, acido ferulico e acido cicorico (Fig. 13). 
 
Figura 13- Cromatogramma di uno standard di acidi fenolici  
  
60 
 
5.4 Determinazione degli acidi fenolici coniugati mediante HPLC 
 
La determinazione degli acidi fenolici coniugati è stata effettuata previa idrolisi 
basica dell’estratto fenolico (5.2). 
L’idrolisi prevedeva l’incubazione per 1 ora al buio di 400 µL di estratto fenolico con 
400 µL di soluzione preparata con NaOH 4 N, 0.037 g di Na2EDTA, 0.1 g di 
ascorbato in 10 mL.  
Dopo l’iscubazione al buio sono stati aggiunti 150 µL di HCl 12 N ed 1 mL di etil 
acetato. Il campione è stato mixato per 1 minuto e messo in centrifuga per 8 minuti. 
È stato prelevato il surnatante e posto in un palloncino. L’operazione, dall’aggiunta 
di 1 mL di etil acetato, è stata ripetuta per 3 volte in tutto. Il campione nel palloncino 
è stato poi portato a secco per mezzo di un rotovapor, messo in frigo a -20°C e 
rinvigorito al momento dell’iniezione con 500 µL di acido acetico al 2% e filtrato 
con filtro da 0.45 micron.  
Il metodo e le soluzioni utilizzate per la separazione e la quantificazione degli acidi 
fenolici idrilizzati sono state le medesime degli acidi fenolici liberi. 
 
5.5 Determinazione dei flavonoidi liberi mediante HPLC 
 
Come per gli acidi fenolici, anche i flavonoidi sono stati determinati utilizzando 
l’HPLC, mantenendo la stessa colonna. In questo caso la fase A conteneva acqua 
acidificata con acido formico a pH di 2.7 mentre la fase B era costituita da metanolo 
puro. Sono stati iniettati 20 L dell’estratto filtrato. 
I picchi cromatografici dei campioni sono stati identificati e quantificati mediante 
confronto con un mix di standard contente i diversi flavonoidi. La miscela di 
standard, in quantità scalari note, è stata iniettata per poter derivare una relazione 
lineare tra l’area media dei picchi e la quantità usata. La relazione di linearità, 
evidenziata con gli standard, consente di determinare la quantità dei singoli 
flavonoidi estratti per l’estrapolazione della curva di taratura in un intervallo di valori 
compreso tra 0.2 e 2 g. Il metodo utilizzato prevedeva una corsa di 35 minuti 
poiché consentiva di ottenere il miglior rapporto tra la separazione dei picchi e la 
durata della corsa. I flavonoidi determinati sono: luteolina-7-o-glucoside, rutina, 
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apigenina-7-o-glucoside, quercetrina, quercetina-3-glucuronide, quercetina, luteolina 
e campferolo (Fig. 14).  
 
Figura 14 Cromatogramma di uno standard di flavonoidi  
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5.6 Determinazione dei flavonoidi idrolizzabili mediante HPLC 
 
I flavonoidi idrolizzabili sono stati determinati previa idrolisi acida dell’estratto 
filtrato utilizzato per i flavonoidi liberi. A 400 L di estratto sono stati aggiunti 400 
L di una soluzione costituita da HCl 4 N ed acido ascorbico 0.1%. Il campione è 
stato messo in un bagnetto a 85°C per 30 minuti e successivamente a -20°C. Il 
metodo e le fasi utilizzate sono state le medesime dei flavonoidi.  
 
5.7 Determinazione cianidina mediante HPLC 
 
Come per i flavonoidi, anche la cianidina è stata determinata utilizzando l’HPLC, 
mantenendo le stesse fasi dei flavonoidi e lo stesso tempo di corsa, ma la lettura 
dell’assorbanza era a 500 nm. I picchi cromatografici dei campioni sono stati 
identificati e quantificati mediante confronto con un mix di standard contente 
cianidina libera e cianidina coniugata. La miscela di standard, in quantità scalari 
note, è stata iniettata per poter derivare una relazione lineare tra l’area media dei 
picchi e la quantità usata (Fig. 15). 
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 Figura 15- Cromatogramma di uno standard di cianidina  
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5.8 Fenoli totali (FC) 
 
Il saggio dei fenoli totali è stato eseguito utilizzando il reagente di Folin-Ciocalteau 
(FC) (Singleton e Rossi, 1965). Sono stati utilizzati 50 µL di estratto a cui sono stati 
aggiunti 450 µL di H2O, 250 µL di reagente FC e 1.25 mL di Na2CO3 al 20%. Dopo 
aver lasciato reagire per 20 minuti si è proceduto con la lettura spettrofotometrica 
alla lunghezza d’onda di 735 nm contro un bianco preparato con 500 µL di H2O, 250 
µL di reagente FC e 1.25 mL di Na2CO3 al 20%. 
Il calcolo dei fenoli, espresso come mg ARE/g s.s., è stato effettuato riferendosi ad 
una curva di taratura nel range 1-50 µg di acido rosmarinico. 
 
5.9 Determinazione degli antociani 
 
La determinazione degli antociani è stata effettuata mediante lettura 
spettofotometrica, diluendo 10 volte l’estratto. La quantità di antociani era valutata 
come cianidina-3-glucoside equivalente usando un coefficiente di estinzione molare 
di 33000 (Gould et al, 2000). L’assorbanza a 524 nm era corretta sottraendo 
l’interferenza da parte della feofetina come A524-A653 (Murray et Hackett, 1991). 
 
5.10 Analisi statistica 
 
I risultati rappresentano la media ± ES dei valori ottenuti da tre repliche indipendenti. 
Valori accompagnati da lettere differenti sono significativamente diversi (P ≤ 0,05) 
secondo il metodo dell’ANOVA ad una via. 
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6 Risultati 
 
6.1 Acidi fenolici (prova preliminare) 
 
Acidi fenolici liberi 
 
Tabella 2- Concentrazione (µg/g s.s.) degli acidi fenolici liberi in tre varietà di lattuga. R, rossa (Hojia 
de roble); V/R, verde rossa (Maravilla); V, verde (Batavia). 
Acido fenolico R V/R V 
Clorogenico 738.64 ± 10.83 a 92.99 ± 4.97 b 81.97 ± 3.89 c 
p-cumarico 127.94 ± 4.87 a 3.85 ± 0.91 b Tr. 
Ferulico 69.52 ± 3.94 a 12.85 ± 0.15 b 17.28 ± 0.13 b 
Cicorico  230.08 ± 1.45 a 25.47 ± 2.23 b 11.85 ± 1.09 c 
 
Totale 1166.18 ± 11.87 a 135.16 ± 7.95 b 111.10 ± 4.95 c 
 
La concentrazione di acidi fenolici liberi totali diminuiva drasticamente dalla varietà 
R a quella V passando da circa 1.1 a 111 µg/g s.s. con una riduzione del contenuto 
del 90% circa. Lo stesso andamento è stato evidenziato se si prendono in 
considerazione i singoli acidi fenolici, con una riduzione dell’88% per quanto 
riguarda l’acido clorogenico, il principale acido fenolico presente nella lattuga, e di 
ben il 94% dell’acido cicorico, il secondo acido per ordine di importanza.  
 
Acidi fenolici coniugati 
 
Tabella 3- Percentuale e concentrazione totale degli acidi fenolici coniugati in tre varietà di lattuga. R, 
rossa (Hojia de roble); V/R, verde rossa (Maravilla); V, verde (Batavia). 
Acido fenolico R V/R V 
Gallico 3.03 ± 0.14 c 16.54 ± 0.53 a 7.19 ± 0.31 b 
Protocatecuico 4.01 ± 0.35 a 0.77 ± 0.03 c 3.15 ± 0.22 b 
Clorogenico 6.99 ± 0.54 a 1.89 ± 0.12 c 3.68 ± 0.26 b 
Caffeico 81.08 ± 2.57 a 71.04 ± 1.89 b 76.59 ± 2.05 b 
p-Coumarico 2.38 ± 0.12 c 5.52 ± 0.25 a 3.98 ± 0.25 b 
Ferulico 1.38 ± 0.11 c 2.66 ± 0.18 b 3.88 ± 0.27 a 
Cicorico  1.13 ± 0.13 a 1.58 ± 0.11 a 1.52 ± 0.11 a 
 
Totale (µg/g s.s.) 2980.61 ± 20.86 a 1141.82 ± 19.58 b 759.51± 17.98 c 
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Come si evince dalla Tabella 3, il contenuto di acidi fenolici coniugati totali era 
diminuito del 74% passando da R a V e del 61% passando da R a V/R. Il pattern di 
acidi fenolici risultava essere il medesimo nelle tre varietà, con una prevalenza di 
acido caffeico ottenuto anche dall’idrolisi basica dei suoi derivati (acidi clorogenico 
e cicorico). Per quanto riguarda questo acido è stata riscontrata una diminuzione del 
76% in V rispetto ad R e del 66% in V/R. 
 
6.2 Flavonoidi (prova preliminare) 
 
Flavonoidi liberi 
 
Tabella 4- Concentrazione (µg/g s.s.) dei flavonoidi liberi in tre varietà di lattuga. R, rossa (Hojia de 
roble); V/R, verde rossa (Maravilla); V, verde (Batavia). 
 R V/R V 
Luteolina-7-O-glucoside 56.02 ± 1.19 a 8.99 ± 0.85 b 1.23 ± 0.09 c 
Rutina 21.92 ± 0.91 a 8.41 ± 0.74 b 0.49 ± 0.07 c 
Apigenina-7-O-glucoside 7.08 ± 0.54 a 4.09 ± 0.32 a 2.34 ± 0.21 b 
Quercetrina Tr. Tr. 1.23 ± 0.01 
Quercetina 139.84 ± 2.51 a 6.77 ± 0.93 b 6.91 ± 0.82 b 
Luteolina 3.34 ± 0.08 a 3.39 ± 0.07 a 2.10 ± 0.07 b 
Kampferolo 13.90 ± 0.89 a 14.25 ± 0.78 a 6.54 ± 0.33 b 
Quercetina-3-glucuronide 77.00 ± 2.31 a 12.85 ± 0.97 b 0.49 ± 0.05 c 
 
Totale 319.10 ± 5.15 a 58.75 ± 1.54 b 21.33 ± 0.98 c 
 
Come per gli acidi fenolici, anche per i flavonoidi liberi totali stata osservata una 
riduzione della concentrazione passando dalla varietà rossa a quella verde. Nello 
specifico, il contenuto di flavonoidi totali si riduceva di 15 volte in V rispetto a R e 
di circa 5 volte in V/R. La composizione risultava diversa se si prendevano in 
considerazione la lattuga a foglia rossa e quella a foglia verde/rossa, in quanto in R il 
flavonoide prevalente risultava essere la quercetina, mentre in V/R era il campferolo 
a prevalere. La quercetina era diminuita del 95% circa in V/R, mentre il campferolo 
presentava valori statisticamente simili in tutte e due le varietà R e V/R. In generale, 
è stata riscontrata una riduzione di più del 90% di tutti i composti presi 
singolarmente se si confronta R con V; ad esempio, la quercetina-3-O-glucuronide, 
che nella varietà rossa è la seconda per ordine di concentrazione, si riduceva del 99% 
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in V passando da 77 a 0.49 µg/g s.s.. Se si prende in considerazione V/R si è avuta 
una riduzione di circa l’83% dei flavonoidi prevalenti, ad eccezione della rutina che 
diminuiva solo del 61% passando da 21.92 µg/g s.s. in R a 8.41 µg/g s.s. in V/R, 
mentre i flavonoidi minori, cioè quelli presenti in concentrazioni inferiore a 10 µg/g 
s.s. in R, non risultavano esser statisticamente diversi nelle due varietà R e V/R. 
 
Flavonoidi idrolizzabili  
 
Tabella 5- Concentrazione (µg/g s.s.) dei flavonoidi idrolizzabili in tre varietà di lattuga. R, rossa 
(Hojia de roble); V/R, verde rossa (Maravilla); V, verde (Batavia). 
 Red Green/Red Green 
Quercetina 563.10 ± 8.05 a 182.48 ± 5.39 b 82.47 ± 1.16 c 
Luteolina 33.15 ± 0.96 a 28.27 ± 0.86 a 25.68 ± 0.75 a 
Kampferolo 109.89 ± 1.23 a 61.21 ± 1.13 b 39.51 ± 0.87 c 
 
Totale 706.14 ± 7.34 a 271.96 ± 4.58 b 147.66 ± 1.29 c 
 
Come si può notare dalla Tabella 5, il contenuto in flavonoidi idrolizzabili totali 
tendeva a diminuire nella varietà verde/rossa ed in quella verde; rispettivamente, il 
decremento è stato del 61.48% e del 79.1% rispetto ad R. La quercetina risultava 
essere il flavonoide con la più alta concentrazione in tutte e tre le varietà. La 
concentrazione massima è stata ritrovata in R (563.10 µg/g s.s.) e si riduceva di circa 
l’85% nella varietà verde e del 67.59% in V/R. Il campferolo si è comportato 
analogamente alla quercetina; infatti, la concentrazione massima è stata riscontra in 
R e poi si riduceva nelle varietà a foglia verde/rossa e quella a foglia verde 
(rispettivamente del 44.3 e del 64% rispetto a R). La luteolina non presentava 
differenze essenziali dal punto di vista statistico in tutti e tre i campioni nonostante 
valori che passavano da 33.15 µg/g s.s. in R a 25.68 µg/g s.s.in V. 
  
  
68 
 
6.3 Cianidina (prova preliminare) 
 
Tabella 6- Concentrazione della cianidina in tre varietà di lattuga. R, rossa (Hojia de roble); V/R, 
verde rossa (Maravilla); V, verde (Batavia). 
 R V/R 
Cianidina-3-O-glucoside 
(µg/g s.s.) 
 
144.26 ±7.21 a 11.76 ± 3.56 b 
Cianidina (mg/g s.s.) 32.50 ± 3.55 a 1.45 ± 0.65 b 
 
Come si può osservare dalla Tabella 6 la varietà a foglia verde non è stata presa in 
esame, poiché non mostrava concentrazioni significative di cianidina. Per quanto 
riguarda R e V/R si è riscontrata una riduzione del 91% per quanto riguarda la 
cianidina glicosilata e del ben il 95.5% della cianidina libera che passava da 32.50 a 
1.45 mg/g s.s.. 
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6.4 Prova con biochar 
 
 
  
 
Figura 16- Concentrazione dei fenoli totali (A), degli acidi fenolici totali (B) e dei flavonoidi totali in 
foglie di lattuga soggetta a diversi trattamenti. C, controllo; B, biochar; R, rame, R+B, rame+biochar.  
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La Figura 16 mostra l’andamento dei fenoli totali, degli acidi fenolici e dei 
flavonoidi nelle quattro tesi dell’esperimento. Come si evince dalla Figura 16 A, il 
contenuto dei fenoli totali era massimo nel campione trattato con rame e biochar, 
mentre gli altri campioni presentavano concentrazioni statisticamente uguali tra di 
loro e simili a R+B. Per quanto riguarda gli acidi fenolici totali e i flavonoidi totali, si 
è avuto lo stesso andamento tra i diversi campioni, con valori statisticamente uguali e 
pià alti tra B e R+B, mentre i valori minimi erano da imputare ai campioni trattati 
con rame in entrambe le determinazioni. In particolare, negli acidi fenolici totali è 
stato osservato un aumento del 25.1% in R+B rispetto a C e un decremento del 
13.25% in R.  
Nei flavonoidi totali, si è avuto un incremento dell’11.9% in R+B ed un decremento 
dell 27.79% in R sempre rispetto al controllo. 
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6.5 Acidi fenolici 
 
Acidi fenolici liberi 
 
 
 
Figura 17- Concentrazione  degli acidi fenolici minori (A) e maggiori (B) in foglie di lattuga soggetta 
a diversi trattamenti. C, controllo; B, biochar; R, rame, R+B, rame+biochar. 
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Come si può evincere dalla Figura 17, il pattern di acidi fenolici è risultato pressoché 
identico per tutti i campioni, tranne per quanto riguarda gli acidi protocatecuico e p-
idrossibenzoico presenti solo nel controllo in tracce. Tra quelli minori, gli acidi 
fenolici più significativi risultavano essere il vanillico e il caffeico. L’acido vanillico 
ha avuto un incremento del 21.4% in R+B rispetto al controllo, B non ha presentato 
differenze statisticamente significative, mentre in R è stata riscontrata una leggera 
diminuzione passando da 4.3 µg/g s.s. in C a 3.1 µg/g s.s.. Per quanto riguarda 
l’acido caffeico, invece, si era osservato un aumento del 74.7% in R+B  e del 61.1% 
in R rispetto al controllo, mentre era diminuito del 68.7% in B.  
Nel gruppo degli acidi fenolici maggiori (Fig. 17, B), la concentrazione di acido 
clorogenico non era variata dal punto di vista statistico tra C e B; la concentrazione 
massima era stata riscontrata in R+B, dove vi è stato un incremento del 25.4% 
rispetto a C; R, invece, era diminuito dell’11.6%. Un andamento simile è stato 
riscontrato anche per quanto riguarda l’acido cicorico; infatti, si è avuta una 
riduzione del 14% circa in R, mentre B e R+B, uguali dal punto di vista statistico, 
hanno mostrato un incremento rispettivamente del 19.51% e del 24% rispetto al 
controllo. 
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Acidi fenolici coniugati 
 
Tabella 7- Percentuale e concentrazione totale degli acidi fenolici coniugati in foglie di lattuga 
soggetta a diversi trattamenti. C, controllo; B, biochar; R, rame, R+B, rame+biochar. 
Acido  Controllo Biochar Rame Rame+Biochar 
Gallico  0.09 0.08 0.06 0.08 
Protocatecuico 0.17 0.15 0.14 0.10 
p-Idrossibenzoico 0.21 0.27 0 0.09 
Clorogenico 0.30 0.22 0 0.20 
Vanillico 0 0 0 0 
Caffeico  93.71 91.85 93.91 90.77 
Siringico  1.52 1.26 0.97 1.15 
Cumarico  1.12 1.21 1.74 1.32 
Ferulico  0.83 0.78 0.60 0.38 
Cicorico  2.05 4.19 2.58 5.91 
      
Totale mg/g s.s. 3.26 ± 0.11 ab 3.84 ± 0.13 a 2.91 ± 0.08 c 3.60 ± 0.12 a 
 
Come si può osservare dalla tabella sopra riportata, per quanto riguarda il totale degli 
acidi fenolici coniugati non è stata riscontrata alcuna differenza dal punto di vista 
statistico tra B e R+B, le cui concentrazioni si avvicinavano a quelle del controllo. Si 
passa da 3.84 e 3.60 mg/g s.s. in B e R+B a 3.26 mg/g s.s. in C, mentre si ha una 
diminuzione del 10.7% in R rispetto a C. L’acido prevalente, in tutti i campioni, è 
stato il caffeico che rappresentava più del 90% del totale. In particolare, si è 
osservata una riduzione del 10.5% nei campioni trattati con rame ed un incremento 
del 6.73% in R+B rispetto al controllo. 
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6.6 Flavonoidi 
 
Flavonoidi liberi 
 
 
Figura 18- Concentrazione dei flavonoidi minori (A) e maggiori (B) in foglie di lattuga soggetta a 
diversi trattamenti. C, controllo; B, biochar; R, rame, R+B, rame+biochar. 
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La Figura 18 A mostra la concentrazione dei flavonoidi minori. Come osservato per 
gli acidi fenolici, il pattern non è cambiato tra le diverse tesi. A prevalere tra questi 
flavonoidi era il campferolo che non ha mostrato differenze dal punto di vista 
statistico tra C, B e R+B nonostante si passi da 9.54 µg/g s.s. in C a 11.73 µg/g s.s. in 
R+B. 
Nella Figura 18 B si può invece osservare l’andamento dei flavonoidi maggiori. La 
quercetina-3-glucuronide è risultata quella prevalente e non ha mostrato differenze 
statisticamente significative tra C e B, mentre incrementava del 31.2% in R+B e 
diminuiva del 14.95% in R rispetto a C. La quercetrina era il secondo flavonoide più 
presente in C, B ed R, mentre in R+B era la quercetina. In particolare, la 
concentrazione di quercetrina in C si avvicinava statisticamente a quella presente in 
B passando da 91.51 µg/g s.s. in C a 115.9 µg/g s.s. in B; in R si è osservata una 
riduzione del 37.03% mentre in R+B del 27% rispetto al controllo. Come già 
riportato, la quercetina era il secondo flavonoide per ordine di importanza nei 
campioni trattati con rame+biochar e statisticamente risultava uguale a B, con un 
incremento del 36.9% rispetto a C; in R, invece, si ha una riduzione del 21.7% di 
questo composto. 
 
Flavonoidi idrolizzabili 
 
Tabella 8- Percentuale e concentrazione totale degli acidi fenolici coniugati in foglie di lattuga 
soggetta a diversi trattamenti. C, controllo; B, biochar; R, rame, R+B, rame+biochar. 
Flavonoide Controllo Biochar Rame Rame+Biochar 
Quercetina 91.32 95.35 95.95 95.60 
Luteolina 6.53 3.14 2.64 2.69 
Campferolo 2.15 1.51 1.41 1.71 
     
Totale mg/g s.s. 0.66 ± 0.03 b 0.76 ± 0.05 a 0.56 ± 0.02 c 0.72 ± 0.06 a 
 
La tabella sopra riportata mostra l’andamento in percentuale dei flavonoidi 
idrolizzabili. Come è possibile osservare, non ci sono state differenze dal punto di 
vista statistico tra i flavonoidi totali in B e quelli in R+B; questi incrementavano del 
13.16% e dell’8.3% rispettivamente rispetto al controllo, mentre R diminuiva del 
15.15%. Il flavonoide prevalente in tutte e quattro le tesi è stata la quercetina che 
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superava nella maggior parte dei trattamenti il 95% del totale. In particolare, si è 
avuto un incremento del 13.04% in R+B rispetto a C e del 16.6% in B, mentre si è 
riscontrata una riduzione del 10% in R. 
 
6.7 Antociani e cianidina 
 
 
 
Figura 19- Concentrazione  degli antociani (A) e della cianidina (B) in foglie di lattuga soggetta a 
diversi trattamenti. C, controllo; B, biochar; R, rame, R+B, rame+biochar. 
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Per quanto riguarda gli antociani, i trattamenti C, B ed R non presentavano differenze 
dal punto di vista statistico nonostante una riduzione in B ed R rispettivamente del 
14.14 e dell’8.78% rispetto a C. In R+B il contenuto aumentava, invece, del 34.9% 
rispetto al controllo.  
La Figura 19 B mostra il contenuto in cianidina nelle diverse tesi. La cianidina non 
glicosilata risultava essere presente in maggiore concentrazione rispetto a quella 
glicosilata in tutti i campioni. Dal punto di vista statistico, C, B ed R non risultavano 
essere differenti come concentrazione di cianidina libera. Si passa da valori di 3.3 mg 
in C a 3.0 in B e 3.2 in R; in R+B si osserva il doppio della concentrazione rispetto a 
R. Per quanto riguarda la cianidina-3-O-glucoside, C e R+B risultavano 
statisticamente uguali come anche B ed R, con una riduzione di questi ultimi 
rispettivamente del 44 e del 48% rispetto al controllo. Si può osservare, inoltre, una 
riduzione di 12 µg/g s.s. in R+B rispetto al controllo. 
In generale, l’andamento degli antociani è stato il medesimo della cianidina non 
glicosilata, presente in quantità maggiore rispetto alla forma coniugata, risultando le 
due classi di fenoli statisticamente uguali in C, B ed R ed aumentando invece in 
R+B. 
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7 Discussione 
 
La scelta di una varietà di lattuga rossa per questa tesi è stata suggerita da una prova 
preliminare eseguita in collaborazione con un gruppo di ricerca spagnolo 
dell’Università di Bilbao per valutare il contenuto fenolico di tre varietà di lattuga: 
Batavia, a foglia verde; Maravilla, a foglia verde/rossa; Hoja de roble, a foglia rossa. 
Le fase preliminare della tesi ha avuto anche lo scopo di mettere a punto i diversi 
metodi per la determinazione dei composti fenolici tramite HPLC.  
Negli anni precedenti sono stati effettuati diversi studi sulla composizione 
polifenolica della lattuga e sono state individuate due classi principali di composti: i 
derivati dell’acido caffeico (Ke e Saltevit, 1988) e i flavonoli (Hermann, 1976). In 
particolare, tra i derivati dell’acido caffeico sono stati ritrovati principalmente l’acido 
cicorico e l’acido clorogenico, mentre tra i flavonoli i più presenti erano la 
quercetina-3-glucuronide e la quercetina (Ferreres et al., 1997; Winter & Hermann, 
1986).  
In accordo con quanto riportato da Arabbi et al. (2004), la quantità di flavonoidi 
liberi totali nella lattuga a foglia rossa Hoja de roble aumentava del 93% rispetto alla 
varietà verde (Tabella 4); questi autori ritengono che l’aumento del contenuto in 
flavonoidi non sia solo da imputare alla presenza degli antociani, ma anche 
all’incremento in quercetina. Anche nel nostro caso, se si prende in considerazione il 
contenuto in quercetina si può notare come da livelli di 6.91 µg/g s.s. nella varietà 
verde, si passi a 6.77 µg/g s.s.  nella varietà verde/rossa, per poi arrivare a 139.84 
µg/g s.s. in quella rossa. Lo stesso andamento è stato osservato per gli altri flavonoidi 
liberi e per quelli idrolizzabili, dove si è avuto un aumento del 79% nella varietà 
rossa rispetto a quella verde (Tabella 4 e 5).  
Per quanto riguarda gli acidi fenolici liberi, l’andamento risultava simile a quello dei 
flavonoidi, con un aumento sostanziale degli acidi fenolici principali, come l’acido 
clorogenico ed il cicorico nella varietà di lattuga rossa; gli acidi fenolici coniugati 
nella varietà rossa erano aumentati di tre volte rispetto a quella verde (Tabella 2 e 3). 
L’ultimo parametro preso in considerazione per la scelta della varietà da utilizzare 
nella prova sperimentale con biochar è stata la cianidina, il cui aglicone - composto 
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prevalente – aumentava del 95.5% nella varietà rossa rispetto alla verde/rossa in 
accordo con quanto riportato da Dupont et al. (2000) (Tabella 6). 
 
Per la prova sperimentale è stata scelta una varietà di lattuga rossa per il suo alto 
contenuto in fenoli che ha consentito di valutare in maniera più sensibile gli effetti 
del biochar e del rame su questa classe di composti. Non potendo però reperire la 
stessa varietà della prova preliminare (Hoja de roble), poiché di origine spagnola e 
non coltivata comunemente in Italia, è stata scelta una varietà verde/rossa molto 
comune nel nostro paese e che si avvicinava molto alla composizione e alle 
concentrazioni rilevate in Hoja de roble, come è possibile osservare dal seguente 
grafico. 
 
Figura 20- Concentrazione µg/g s.s. degli acidi fenolici liberi e coniugati, e dei flavonoidi liberi ed 
idrolizzabili in due varietà di lattuga: Hoja de roble e Batavia Manade. 
In letteratura esistono pochissime informazioni sugli effetti del rame sulla 
composizione fenolica dei vegetali ed in particolare della lattuga, mentre sono del 
tutto assenti dati riguardanti il biochar. 
Il ruolo protettivo dei fenoli nei confronti di diversi tipi di stress è stato riportato da 
molti autori, come Monici et al. (1994) che hanno riscontrato un aumento del 
contenuto in flavonoidi in piante esposte ad un forte irraggiamento con UV. Questi 
autori si erano concentrati soprattutto sugli effetti del campferolo che può essere 
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considerato come un buono schermo contro la radiazione UV. Studi in vitro hanno 
dimostrato, inoltre, che i flavonoli avevano una elevata capacità antiossidante, basata 
principalmente sull’azione detossificante dei radicali dell’ossigeno (Bohm, Boeing, 
Hempel, Raab & Kroke, 1997).  
Anche gli acidi fenolici sembrano avere un ruolo attivo come antiossidanti. Gli acidi 
caffeico, gallico, clorogenico e ferulico sembrano essere antiossidanti più attivi 
rispetto agli acidi p-idrossibenzoico, vanillico e siringico (Larson, 1988). L’attività 
antiossidante degli acidi fenolici e dei loro esteri dipende dal numero e dalla 
posizione relativa dei gruppi idrossili nella molecola e dall’ingombro sterico degli 
altri sostituenti dell’anello benzoico. È stato proposto che gli acidi fenolici agiscano 
come antiossidanti attraverso la diretta inibizione della formazione di idroperossidi 
dieni trans, trans coniugati grazie alla loro capacità di donare protoni (Graf,1992).  
Come emerso dal nostro studio, il contenuto dei fenoli totali non variava nei diversi 
trattamenti, mentre il contenuto degli acidi fenolici totali e dei flavonoidi totali 
aumentava nei campioni trattati con biochar e rame+biochar e diminuiva nei 
campioni trattati con solo rame (Figura 16). Si può ipotizzare che il biochar, oltre a 
ridurre l’assorbimento del rame adsorbendo il metallo all’interno del suo reticolo 
carbonioso, stimoli il metabolismo secondario della pianta inducendo una maggiore 
produzione di composti secondari di difesa. Infatti, rispetto al controllo si è osservato 
un incremento del 17.95% in B e del 25.1% in R+B per quanto riguarda gli acidi 
fenolici totali ed un aumento rispettivamente del 13.15 e dell’11.49% dei flavonoidi 
totali (Figura 16 B e C). 
Diversi studi sulla lattuga soggetta a stress ambientali, hanno riportato un aumento 
del contenuto in fenoli, in particolare degli acidi fenolici - tra i quali il caffeico, il 
clorogenico ed il cicorico (Oh M.M. et al., 2009) - e dei flavonoidi tra i quali la 
quercetina e la quercetina-3-glucuronide (Romani A. et al., 2002). Al contrario di 
quanto osservato dagli autori sopra citati, nel trattamento con solo rame si aveva una 
riduzione in entrambe le classi di fenoli, probabilmente dovuta o al loro impiego 
come antiossidanti nell’eliminazione delle specie reattive dell’ossigeno o alla 
capacità degli acidi fenolici e dei flavonoidi di complessare il rame ed i metalli in 
generale. È noto da tempo, infatti, che i polifenoli hanno la capacità di formare 
complessi stabili con i metalli, in particolare nel caso che possiedano due o più 
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gruppi ossidrili non metilati e in posizione adiacente (come per esempio gli acidi 
protocatecuico, gallico, caffeico e clorogenico) (Stevenson, 1967). Questa ipotesi è in 
accordo con i dati ottenuti dall’analisi degli acidi fenolici, in quanto l’acido 
clorogenico, insieme al caffeico, diminuivano nei campioni trattati con solo rame 
rispetto al controllo (Fig. 17 B). Questi due sono tra gli acidi fenolici con maggiore 
attività antiossidante e appena sintetizzati sono subito impiegati nell’ossidazione 
delle specie reattive dell’ossigeno. Questo fenomeno è confermato anche 
dall’andamento degli antociani totali e della cianidina in particolare, che diminuivano 
a seguito del trattamento con rame rispetto al controllo (Fig. 19), in accordo con 
quanto riportato da Sarma et al. (1997). Questi autori hanno dimostrato che le 
antocianine proteggono l’ascorbato dall’ossidazione indotta dal rame. Infatti, i 
flavonoidi possiedono un gruppo orto-diidrossilico che può chelare efficacemente gli 
ioni metallici formando un complesso anidro stabile metallo-chelato con una 
contemporanea variazione nello spettro di assorbimento (Markham e Mabry, 1968). 
In seguito, questi chelati metallo-flavonoidi associati con vari composti organici, a 
pH fisiologici formano complessi stabili antocianine-metallo-copigmento (Jurd e 
Asen, 1966; Takeda et al., 1985).  
Takahama e Egashira (1990; 1991) hanno osservato che in vacuoli isolati da 
protoplasti derivati da Vicia faba, si verificava una ossidazione dei flavonoidi 
glicosidi indotta dal perossido di idrogeno ed hanno isolato dalla stessa pianta una 
perossidasi vacuolare in grado di mediare tale ossidazione. Il fatto che si verifichino 
tali ossidazioni nei vacuoli suggerisce che, se il perossido di idrogeno formato nelle 
cellule in seguito a vari tipi di danno (Mehedy et al., 1996) diffonde entro tale 
comparto, può essere eliminato da un sistema perossidasi/composti fenolici 
vacuolari. Questo meccanismo di difesa può ulteriormente spiegare la diminuzione 
dei flavonoidi osservata nel nostro studio, anche se il perossido di idrogeno in R era 
il doppio rispetto a C e superiore anche a R+B (dati non riportati). Tale fatto può 
essere dovuto, probabilmente, ad una eccessiva produzione di perossido di idrogeno 
indotta da una elevata quantità di rame nella pianta, mentre il biochar tende a 
adsorbire il rame determinando una minor produzione di questo composto tossico per 
la pianta.  
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La tesi trattata con biochar presentava un contenuto fenolico maggiore rispetto al 
controllo. In particolare, per quanto riguarda gli acidi fenolici, abbiamo riscontrato 
un aumento di quelli maggiori (acido clorogenico e cicorico) ed una diminuzione 
degli acidi fenolici minori e in particolare gli acidi caffeico e vanillico (Fig. 17). Il 
biochar, quindi, non sembra avere un effetto induttivo nella sintesi di questi due 
composti minori molto attivi come antiossidanti, mentre si aveva una maggiore 
sintesi in R+B dovuta probabilmente o alla minore concentrazione di rame nelle 
piante in accordo con quanto riportato da Cosi E.(2000) o, per quanto riguarda 
l’acido caffeico nella tesi B, alla formazione dei suoi derivati (acido clorogenico ed 
acido cicorico). Infatti, quest’ultimi erano aumentati di circa il 15-20% rispetto al 
controllo. Anche tra i flavonoidi abbiamo riscontrato lo stesso andamento con un 
aumento del campferolo tra i flavonoidi minori e dei derivati della quercetina tra 
quelli maggiori (Fig. 18). Dopo idrolisi basica degli acidi fenolici, si è riscontrato un 
incremento dell’acido caffeico sia in B che in R+B (Tabella 7), a conferma che la 
pianta è stata indotta a produrre questo composto come agente antiossidante. Lo 
stesso può essere evidenziato per i flavonoidi idrolizzabili dove il flavonoide 
prevalente risultava la quercetina, derivata dall’idrolisi della quercetrina, della 
quercetina-3-glucuronide e della rutina (Tabella 8).  
Il contenuto di antociani e cianidina risultava invece essere uguale al controllo e alla 
tesi trattata con rame, suggerendo che il biochar non incida sulla sintesi di questi 
composti. 
Le concentrazioni più elevate di polifenoli sono state riscontrate nella tesi R+B. Per 
quanto riguarda gli acidi fenolici (Fig. 17) è stato osservato in particolare un aumento 
dell’acido caffeico e dei suoi derivati. Nei flavonoidi l’andamento è risultato simile, 
tranne per quanto riguarda la quercetrina che in R+B diminuiva rispetto al controllo 
(Fig. 18). Questo fenomeno può essere spiegato dalla duplice azione biochar-rame, 
poiché da un lato il biochar sembra indurre una maggior sintesi di questi composti 
(come si può notare anche nei campioni B), dall’altro il rame, essendo in 
concentrazioni non eccessivamente tossiche per la pianta, induce anch’esso una 
sintesi in risposta allo stress in accordo con quanto riportato da Cosi E.(2000). In 
questo studio nel quale piante di Raphanus sativus venivano trattate con 
concentrazioni crescenti di rame (minori di quella utilizzata nella prova con biochar) 
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è stato osservato un aumento nella concentrazione di polifenoli con l’incremento del 
contenuto di rame. Questo fatto può spiegare anche il maggiore contenuto di 
antociani e di cianidina in R+B, dove la cianidina addirittura raddoppiava rispetto 
alle altre tesi (Fig. 19). 
 
8 Conclusioni 
 
Questa prova sperimentale ci ha consentito di valutare l’effetto del biochar sulla 
composizione fenolica della lattuga in presenza di eccesso di rame. Dai risultati 
ottenuti è emerso che il rame induce la pianta ad attivare meccanismi di difesa per 
ridurre lo stress, utilizzando composti fenolici per ossidare le specie reattive 
dell’ossigeno originate dalla presenza del metallo nei suoi tessuti. In particolare, si è 
osservata una riduzione della concentrazione di tutte le classi di composti fenolici 
indagati. 
Il biochar, se aggiunto al terreno non inquinato, sembra aver stimolato il 
metabolismo secondario della pianta, in particolare quello degli acidi fenolici e dei 
flavonoidi, mentre non sembra aver avuto alcun effetto sulla sintesi degli antociani. 
Se aggiunto, invece, al terreno inquinato con rame, esso riduce l’assorbimento di 
quest’ultimo da parte della pianta grazie alla sua capacità di adsorbire i metalli nel 
suo reticolo carbonioso limitandone la biodisponibilità. In questo caso il metallo, non 
essendo in concentrazione eccessivamente tossica per la pianta, ha indotto la sintesi 
di composti fenolici in risposta allo stress. In particolare, si è osservata una maggiore 
produzione di antociani che rivestono un ruolo fondamentale nei processi di difesa 
essendo dei forti antiossidanti. A ciò si aggiunge l’effetto del biochar che stimola 
anch’esso la sintesi di questi composti e, infatti, le concentrazioni massime di 
polifenoli sono state riscontrate nelle piante trattate con rame e biochar 
contemporaneamente. 
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